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Uber Koproporphyrinsynthese durch Hefe und ihre 
Beeinflussung. II. 


Analyse von krystallisiertem Koproporphyrin—Kupfer aus 
frischer Hefe und Vermehrung des Porphyrins durch Zusatze. 
Von 


Hans Fiseher und Hermann Fink. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochscbule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1925.) 


Mit Hilger wurde das Koproporphyrin aus Bierhefe nach 
Faulnis in krystallisiertem Zustand isoliert und durch Schmelz- 
punkt und krystallographische Untersuchung identifiziert. Nach- 
dem friiher schon mit Schneller in frischer Hefe spektro- 
skopisch die Identitét mit Koproporphyrin festgestellt war, 
erschien es so gut wie sicher, daB es in der Hefe primar 
vorhanden ist. ‘Trotzdem war es notwendig, in Anbetracht 
der Wichtigkeit des Befundes auch durch Klementaranalyse 
festzustellen, daB hier tatsichlich Koproporphyrin vorliegt. 
Durch einen gliicklichen Zufall gelangten wir in den Besitz 
eines geeigneten Ausgangsmaterials fiir seine Reindarstellung 
in der fiir Analysen notwendigen Menge. 

Liiers und Nowack haben vor kurzem') das Hefecymo- 
casein einer eingehenden Untersuchung unterzogen und fest- 
gestellt, daB es dem tierischen Casein naher steht als dem 
Vitellin und dem pflanzlichen Legumin. Von diesem Cymo- 
casein war noch ungefahr 1 kg iibrig und Herr Prof. Liiers hatte 





1) Biochem. Zs. Bd. 154, 8, 310 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 8 
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die groBe Liebenswirdigkeit es fiir umsere Versuche zur 
Verfiigung zu stellen. Wir danken ihm auch an dieser Stelle 
herzlichst. Beim Versetzen des Cymocaseins mit Hisessig und 
weiterem Verarbeiten nach unserer Kisessig—Athermethode 
konnten wir leicht feststellen, daB in ihm Porphyrin—Kupfer- 
salz in betrichtlicher Menge enthalten ist (vgl. die Tafel 1) 
und konnten nicht weniger als 21 mg reines Koproporphyrin-— 
Kupfer") isolieren, das sich durch die Elementaranalyse 
und alle Eigenschaften als identisch erwies mit dem von 
H. Fischer?) kiinstlich dargestellten Kupfersalz des Kopro- 
porphyrins. Auch die krystallographische Untersuchung des 
Herrn Prof. Steinmetz ergab Identitit. 

Zur Gewinnung des Cymocaseins wird die Hefe zuniichst plasmo- 
lysiert und dann noch 5 Stunden lang der Autolyse unterworfen, Gelegen- 
heit zu irgendwelcher Faulnis oder sonstiger sekundirer Umwandlung 
ist hierbei natiirlich ausgeschlossen. Mit Hilfe von Soda wird das 
Cymocasein in Lésung gebracht, wobei das Porphyrin als 4-basische 
Saiure mitgeht, die filtrierte Lésung wird dann mit Essigsiure gefalit. 
Es ist verstiindlich, daB bei der weiteren Umfillung das Porphyrin den 
sauren Eiwei8kérper Cymocasein begleitet. 

Aus der Mutterlauge wird durch Hitzekoagulation das 
Cerevisin gewonnen, von dem uns nur eine geringe Menge zur 
Verfiigung stand. Auch hierin war Koproporphyrin enthalten, 
zum gréBeren Teil als freies Porphyrin, der Rest als Kupfersalz. 
Zur Isolierung in Krystallen war die erhaltene Menge zu gering. 

Da8 im Cymocasein das Koproporphyrin zum weitaus 
gréBten Teil als Kupfersalz vorhanden ist, tiberraschte uns 
weiter nicht, da es ja eine charakteristische Eigenschaft der 
Porphyrine ist, Schwermetalle, insbesondere Kupfer, komplex 
aufzunehmen. Wie leicht diese Aufnahme erfolgt, geht daraus 
hervor, daB wir oft beim Spektroskopieren von essigsiurehaltigen 
Porphyrinlésungen in Polarisationsréhren schon nach einiger 
Zeit das Kupfersalzspektrum beobachteten. Die kurze Be- 
rihrung mit dem Messinggewinde der aufgeschraubten Kapseln 
geniigt, um das Kupfer komplex zu binden. So erklart es 





1) Das analysierte Priparat wurde am 20. 12. 24 auf der Tagung 
der siidwestdeutschen Chemie-Dozenten in Stuttgart demonstriert. 
2) Diese Zs. Bd. 96, S. 171 (1915/16). 
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sich leicht, daB wir im Cymocasein das Koproporphyrin als 
Kupfersalz gefunden haben, denn bei der Darstellung wurden 
tatsichlich, wie uns die Herren Liiers und Nowack mit- 
teilten, MessinggefaBe verwendet. 

Wie schon erwihnt, betrug die Gesamtausbeute an reinem 
krystallisiertem Kupfersalz 21 mg und dies entspricht etwa 
50 kg frischer PreBhefe. 

So ist jetzt einwandfrei das Vorkommen des Kopro,- 
porphyrins in frischer Hefe bestatigt, des Porphyrins, 
das im menschlichen Organismus unter pathologischen 
Verhaltnissen (Porphyrinurie) in groBen Mengen und 
bei Vegetarianern in Spuren als primires Stoffwechsel- 
produkt (hier nur spektroskopisch nachgewiesen) auf- 
tritt und von hier aus tiber den Turacus (als Uro- 
porphyrin) verfolgbar ist bis zur Hefe. — 

In unserer letzten Mitteilung erwibnten wir Versuche, den 
ProzeB der Koproporphyrinbildung kiinstlich zu _beeinflussen. 
Dies gelang durch Fortziichtung unter den bereits angegebenen 
Bedingungen. Stets trat starke Porphyrinvermehrung ein und 
es wurde bis auf 2 Versuche spektroskopisch Koproporphyrin 
beobachtet. Methodisch haben wir den Nachweis des Porphyrins 
erheblich vereinfacht dadurch, daB wir die Plasmolyse mit Koch- 
salz weglassen und direkt die Eisessig~Athermethode zur An- 
wendung bringen, die sich auch fiir den Nachweis des Porphyrins 
in pathologischen Organen und im Stuhl sehr bewahrt hat. 

Wir haben dann weiter den Einflu8 der Schwermetallsalze 
auf die Koproporphyrinsynthese in der Hefe studiert. Man 
kann den Nahrlésungen Ferrosulfat zusetzen bis zu einer 
Konzentration von 1:4000 und es scheint so, als ob die 
Garung unter diesen Bedingungen lebhafter vor sich ginge 
als bei parallelen Versuchen ohne Hisenzusatz. Porphyrin- 
vermehrung trat auch in diesen Versuchen ein, Haminbildung 
jedoch nicht, auch nicht nach Liiftung mit Sauerstoff. Offenbar 
volizieht also die Hefe nur die Synthese des Porphyrins und 
nicht die des Eisenkomplexsalzes ,.Koprohimin“, wenigstens 
nach den bisherigen Versuchen. Besonders interessant verlief 


die Einwirkung von Kupfersalzen; Kupfersulfatkonzentrationen 
g* 
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von 1:250000, ja sogar bis zu 1: 100000 werden ohne merk- 
liche Schadigung ertragen. DaB Metallsalze noch bei relatiy 
hohen Konzentrationen ohne schidigende Wirkung auf die 
Hefe sind, verdient besonders hervorgehoben zu werden, haben 
doch die meisten Metalle, wie z. B. Kupfer und Eisen auf das 
Wachstum von Mikroorganismen einen ungiinstigen HinfluB. }) 
Die relativ groBe Widerstandsfahigkeit der Hefe gegen 
Kupfer erklirt sich wohl aus der Tatsache der Angewéhnung 
der Hefe an dieses Metall, die offenbar bedingt ist dadurch, 
daB die Nahrung der Hefe, nimlich Gerste?) und damit Malz 
und Wiirze, stets Kupfer enthalt und der Sudproze8 meist in 
KupfergefiBen durchgefiihrt wird. Erklart sich so die Un- 
empfindlichkeit der Hefe ohne weiteres, so ist es doch auf- 
fallend, daB die Brauereihefe niemals das Porphyrin als Kupfer- 
salz enthalt, was auch daftir spricht, dab das Porphyrin ein 
Bestandteil der Zelle ist und nicht ein Ex- oder Sekret. 
Durch Zusatz von Kupfersalz trat nun in den Hefekulturen 
eine ganz betrichtliche Menge von Porphyrin auf und zwar 
nebeneinander freies Porphyrin und komplexes Kupfersalz — 
letzteres wahrscheinlich sekundir durch die Methode der Iso- 
lierung —, die beide in Ather gelést, mit Hilfe von 5°/,iger 
Salzsiure getrennt werden kénnen. Wie die Vermehrung des 
Porphyrins durch Kupfersalz zustandekommt, ist schwer zu 
sagen. Vielleicht wird das von der Hefe synthetisierte Porphyrin 
durch die Uberfithrung in das Kupfersulz ausgeschaltet, denn 
das Kupfersalz ist im Wasser unldslich und so die Hefe ver- 


anlaBt, neues Porphyrin zu bilden. 
Diese starke Tendenz der Porphyrine, Kupfer aufzunehmen, die 
sich in gleicher Weise auch auf andere Metalle, wie z. B. Zink erstreckt, 





1) Naheres in der Arbeit von Siipfle: ,,Uber die oligodynamische 
Metallwirkung auf Bakterien“; Miinchn. med. Wochenschr. 1920, Nr. 41, 
S. 1166—1168, sowie Zbl. f. die ges. Hygiene Bd. I, Heft 3 (1921). 

*) Nach Czapek, Biochemie der Pflanzen Bd. 2, 2. Aufl., S. 504 
(1920) enthalten die Getreidearten 0,11—0,85°/, CuO und nach Lehmann 
soll die tigliche Kupferzufuhr beim Menschen mit 150—200 mg Cu zu 
veranschlagen sein, eine Menge, die ausreichen wiirde, um das gesamte 
Porphyrin eines Porphyrinurikers, wie Petry in das lichtungiftige Kupfer- 
salz tiberzufiihren. 
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ist auch aus den Untersuchungen von Willstitter') bekannt. Dieser 
Autor hat z. B. Phytochlorin e benutzt, um im Methylalkohol Kupfer 
nachzuweisen. Phytochlorin e ist nun nicht so leicht zuginglich, als 
Hefe, die in Zuckerlésung ja ohne weiteres das notwendige Metallreagens 
(Koproporphyrin) erzeugt, und man kann durch Zusatz einer kupfer- 
-yerdichtigen Lisung zur Hefekultur durch die Bildung des Kupfer- 
komplexsalzes, das selbst im Taschenspektroskop an seinem typischen 
Spektrum leicht zu erkennen ist, Kupfer nachweisen. 


Diese Versuche sollen weiter fortgefiihrt werden und ins- 
besondere wird es von Interesse sein, ob auch eine Vermehrung 
der Fermente auf diesem Wege erfolgt. Zusatz von Blei-, 
Arsen- und Vanadinverbindungen in groBer Verdiinnung fihrten 
ebenfalls zur Porphyrinvermehrung. Diese Resultate stehen in 
Analogie zu den Versuchsergebnissen von Euler und Mit- 
arbeitern”), die fanden, daB durch vorbehandelnde Garung mit 
Pyrovinat eine ebenso groBe Vermehrung des Invertasesystems 
der Hefe hervorgerufen wird wie durch die Girung mit Zucker. 
Ob nun bei unseren Versuchen das Ausschlaggebende die Fort- 
ziichtung in Zuckerlésung war oder die Zusitze, dariiber wollen 
wir ein endgiiltiges Urteil noch nicht abgeben. Jedoch halten wir 
ersteres fiir wahrscheinlicher, denn auch bei Girungen ohne 
Metalizusiitze treten bisweilen ebenso starke Vermehrungen 
von Porphyrin auf. Auf jeden Fall entsteht bei Hefewachstum 
in Zuckerlésungen immer mehr Porphyrin als im Brauerei- 
betrieb, aber die Mengen bei unter gleichen Bedingungen ge- 
haltenen Versuchen schwanken ziemlich stark. Uber die 
Ursache der erhéhten Farbstoffsynthese kann man bisher nur 
Vermutungen anstellen. Es scheint eben der ganze Komplex 
von verinderten Lebensbedingungen, wie es die Hefesprossung 
in einer Zuckerlésung mit anorganischen Zusitzen gegeniiber 
dem Wachstum in Wiirze darstellt, eine Rolle zu spielen. In 
der Brauerei steht der Hefe eine Nahrung zur Verfiigung, an 
die sie seit langer Zeit gewéhnt, die alle Stoffe in reichlicher 
Menge und leicht assimilierbarer Form enthalt. In obiger 
Zuckerkultur dagegen ist die Zelle ganz anderen Aufgaben 





) Willstatter u. Stoll, we tiber Chlorophyll, Berlin, 
Springer, 1913, S. 323. 
*) Diese Zs. Bd. 84, S. 108 (1913) und Bd. 97, 8. 290 (1915). 
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gegeniibergestellt, da sie ja Stickstoff und Phosphor nur in 
Form niederster Bausteine vorfindet. Andererseits haben jedoch 
V. E. Nelson, Ellis L Fulmer und Ruth Cessna’) gefunden, 
daB unter solchen Bedingungen Hefe bis zu einem Jahr fort- 
ziichtbar ist, wobei jeden zweiten Tag frisch itibergeimpft wurde 
und es stellte sich heraus, daB sogar nach einem Jahr noch 
Vitamin B in der Hefe vorhanden war. Auch ist zu beriicksichtigen, 
daB mit der Bickerhefe dieselben Resultate erhalten werden, die 
hauptsaichlich mit Hilfe von Melasselésungen geziichtet wird. 

Ks ist auch méglich, da8 die Temperatur eine entscheidende 
Rolle spielt, besonders im Winter, wo sich in unserem Labo- 
ratorium starke Temperaturschwankungen schwer vermeiden 
Jassen, wahrend in der Brauerei stets bei konstanter Temperatur 
gearbeitet wird. 

Wabhrscheinlich werden all diese schwer iibersehbaren 
Verhiltnisse klar werden, sowie die Funktion des Porphyrins 
in der Hefezelle geklirt sein wird. 

Zum SchluB miissen wir wieder eingehen auf das Vor- 
kommen von Kimmerers Porphyrin in der Sommerhefe. 
Dieses Porphyrin haben wir nie in der Winterhefe, in unseren 
Ziichtungsversuchen nur in zwei Fallen mit Zusatz von Asparagin- 
siure bzw. Asparagin beobachten kénnen, sonst war immer 
ausschlieBlich Koproporphyrin vorhanden. Bei dem Versuch 
mit Asparagin war jedoch noch ,Haimin“ vorhanden und wir 
glauben deshalb, da8 in der zur Aussaat verwendeten Hefe 
(5 g) vielleicht doch in geringer Menge eine tierische Ver- 
unreinigung vorhanden war und dadurch Kammerers Porphyrin 
erzeugt wurde. Es war notwendig, all diese Versuche mit in 
porphyrinfreiem Nahrboden fortgeziichteter Hefe zu wiederholen. 
Um standig so beschaffene Hefe zur Verfiigung zu haben, 
wurde abgepreBte Brauereihefe in gréBerem MaBstab in der 
iblichen Zuckerliésung fortgeziichtet. Nach der 2. oder 3. Gene- 
ration trat aber keine Vermehrung mehr ein, auBerdem war 
die Hefe, da es sich nicht um Reinkulturen handelte, so stark 





) Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 77—81, Marz [21./1.] (1921); Ames 
Jowa State Colleges; zit. nach Zbl. 1922, I, 8. 287. 
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mit anderen Mikroorganismen infiziert, daB sie fiir unsere 
Ansitze nicht mehr verwendet werden konnte. 

_ Weitere Versuche mit Reinkulturen in gréBerem MaBstab 
bei. konstanter Temperatur sind im Gange. 

‘Weiterhin wurde Weinhefe untersucht, die wir deshalb 
emer naheren Bearbeitung unterzogen, weil Traubensaft einer 
der wenigen Nahrbéden ist, der vollkommen porphyrinfrei zu 
sein scheint. Zwei Sorten von Weinhefen konnten wir durch 
das Entgegenkommen der Schaumweinfabriken Kupferberg-Gold 
in Mainz bzw. Burgeff in Hochheim untersuchen. Beiden Firmen 
danken wir auch an dieser Stelle herzlichst. Beide Hefen 
enthielten ausschlieBlich Koproporphyrin und zwar bemerkens- 
werter Weise als Kupfersalz offenbar bedingt dadurch, daB die 
Rebstécke durchweg mit Kupfervitriol behandelt werden. 

Da Blutfarbstoff von tierischem Material stammend in 
die Bierwiirze hineinkommen kann (nicht mu8!), dariiber besteht 
kein Zweifel, jedoch haben wir experimentell bis jetzt die 
Befunde bei der Sommerhefe nicht nachahmen kénnen; wohl 
kann man durch Zusatz von Blut zum Gargut und nachherige 
Autolyse Kimmerers Porphyrin erhalten, aber nicht durch 
bloBe kurz dauernde Garung (8—14 Tage), wie sie in der 
Brauerei in Betracht kommt. Zahlreiche Versuche, durch 
Fliegenabbau ein Entstehen von Kimmerers Porphyrin oder 
Koproporphyrin zu erzeugen, sind fehlgeschlagen. Es ist 
jedoch méglich, daB unser Versuchsmaterial noch immer nicht 
groB genug ist, um zwingende SchluBfolgerungen zu ziehen, 
jedoch ist der gesamte Fragenkomplex der Koproporphyrin- 
synthese durch die weitgehende Konstitutionsaufklarung dieses 
Porphyrins, besonders durch die Arbeiten mit Hilger, sowie 
mit Miller und Lindner’) etwas anders zu beurteilen. Auf 
Grund dieser Arbeiten ergibt sich die Méglichkeit, daB vom 
Protoporphyrin (Kimmerers Porphyrin usw.) sich der Aufbau 
sowohl von Blutfarbstoff A wie des hypothetischen Blutfarbstoffs B 
vollzieht. Zum Blutfarbstoff A ist wahrscheinlich nur notwendig 
die Einfihrung des Eisens zum Komplexsalz, zum Blutfarbstoff B 





) 12. bis 15. Mitteilung tiber Porphyrine. 
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auBer Kisen die Anlagerung von 2 Mol. Ameisensaure und 2 Wasser- 
stoffatomen. Rein theoretisch kénnte man deshalb in der Kopro- 
porphyrinsynthese der Hefe einen rein sekundiéren ProzeB er- 
blicken dergestalt, daB zufallig hineingeratener Blutfarbstoff in 
der eben skizzierten Weise umgebaut wird; selbstverstindlich 
sind Versuche in dieser Richtung im Gange, deren Beurteilung 
jedoch auBerordentlich schwierig ist deshalb, weil ja Kammerers 
Porphyrin unter gewissen Bedingungen spontan in Haimato- 
porphyrin iibergeht, das spektroskopisch mit Koproporphyrin 
nahezu identisch ist. 

Natiirlich bestehen auch ebensowohl andere Méglichkeiten; 
z. B. kénnte Atioporphyrin zuerst gebildet werden und von da 
aus der weitere Aufbau erfolgen. Eine experimentelle Stiitze 
fiir den Aufbau aus Kimmerers Porphyrin kénnte man in 
dem mit Hilmer erhobenen Befund von diesem Porphyrin im 
Knochenmark bei perniciéser Animie erblicken und im Auf- 
treten des Ooporphyrins, falls es sich hierbei um eine primire 
Synthese handeln sollte und nicht um einen Abbau von fertig 
gebildetem Blutfarbstoff, was wir fiir wahrscheinlicher halten. 
Ein direkter Beweis fiir das primare Auftreten von Kammerers 
Porphyrin kénnte man nur erblicken in den beiden oben 
angefihrten Girversuchen mit Zusatz von Asparaginsiure 
bzw. Asparagin, bei denen deutlich dieses Porphyrin auftrat. 
Leider waren diese Versuche trotz hiaufiger Wiederholung 
nicht reproduzierbar, so da8 wir auf sie kein Gewicht legen 
wollen. | 

Die einfachere Vorstellung wire natiirlich die, daB der 
Aufbau iiber Protoporphyrin geht, aber schwerwiegende Griinde 
sprechen auch gegen diese einfache Auffassung. Wir wissen, 
da8 im Organismus des Porphyrinurikers aus Koproporphyrin 
Uroporphyrin wird und hierbei erfolgt eine Angliederung von 
4 Carboxylgruppen, 4 Mol. Kohlendioxyd schieben sich an das 
in a@-Stellung zur Carboxylgruppe stehende Kohlenstoffatom 
ein. Dieser an sich bis jetzt ohne biologische Analogie da- 
stehende ProzeB (im Reagensglas findet er bei der Kolbeschen 
Salicylsiiuresynthese statt) mu8 notwendig bei der Uroporphyrin- 
synthese viermal erfolgen, d. h. RCH,COOH geht itiber in 
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RCC Goon und bei Beriicksichtigung dieser Tatsache kann 
natiirlich ebenso gut ein Aufbau iiber das Atioporphyrin oder 
Mesoporphyrin zur Diskussion gestellt werden. Hier fehlen eben 
iiberall noch experimentelle Tatsachen. Es wird notwendig sein, 
wie schon in der 1. Mitteilung iiber diesen Gegenstand hervor- 
gehoben, Pyrrolderivate in systematischer Weise aufihr Verhalten 
gegen Hefe zu untersuchen. Ebenso kann die Untersuchung des 
Stoffwechsels der Turacusvégel hier weitere Aufklarung bringen. 

Durch die Versuche der ersten Mitteilung, die vollauf 
durch die vorliegenden best&tigt sind, halten wir es fir definitiv 
bewiesen, dab die Hefe primar Koproporphyrin synthetisiert. 
Die Vermehrung des Porphyrins in einem 5g-Versuch war 
von 0 oder nahezu 0 auf +/, mg; dabei haben wir ganz be- 
sonders auf das ,,Hamin“ bzw. Chlorophyll in dem Ausgangs- 
material geachtet, denn es wire ja immerhin auch gegen die 
Vermehrungsversuche noch der Einwand zu machen, dab die 
Vermehrung des Koproporphyrins kinstlich zustande kommt 
durch Umbau des Himoglobins oder Chlorophylls, das ur- 
spriinglich in der Hefe vorhanden war. 

Aber es wire doch sehr eigenartig, wenn diese Kopro- 
porphyrinsynthese als gewissermaBen spezifische Umbildung 
des Blutfarbstoffs tiber den Turacus bis zur Hefe ver- 
folgbar wire mit einem Chemismus, der in seiner Art nahezu 
ebenso kompliziert wire wie die gesamte Blutfarbstoffsynthese. 
Wir halten den Umbau des Blutfarbstofis zu Koproporphyrin 
durch unsere Versuche fiir ausgeschlossen, trotz allem aber 
haben wir neue Versuche in groSem MabBstab in hiesigen 
Brauereien angesetzt, um aus Reinkulturen méglichst die 
kiinstlich erzeugten Porphyrine nochmals zur Analyse zu 
bringen. Uber diese Versuche mit und ohne Zusitze hoffen 
wir bald Mitteilung machen zu kénnen, ebenso iiber die 
Versuche zur sekundiren Synthese des Koproporphyrins aus 
Kaimmerers Porphyrin, die wir trotz der theoretischen Hin- 
winde selbstverstandlich experimentell in. Angriff genommen 
haben. Die Bearbeitung dieser Fragestellung bietet fiir uns 
einen besonderen Reiz, weil dieselbe Fragestellung sich natirlich 
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auch sowohl beim Turacus wie bei der Porphyrinurie erhebt 
und ihrer Beantwortung entgegengefihrt werden muB und 
wir erhoffen durch sie weitere Kinblicke auch in die Pathologie 
und Therapie der Blutkrankheiten zu gewinnen. 

Es ist uns eine angenehme Pflicht, der Hajime Hoshi- 
Stiftung fiir die Zuwendung namhafter Mittel, mit Hilfe derer 
die vorliegende Untersuchung durchgefiihrt wurde, unseren 
verbindlichsten Dank auszusprechen. 


Experimenteller Teil. 
Verarbeitung des Cymocaseins. 


In einem Vorversuch mit 20 g Cymocasein konnte spektro- 
skopisch festgestellt werden, daB relativ reichlich Porphyrin 
vorhanden ist und zwar teils in freiem Zustand, teils als 
Kupferkomplexsalz. Der Gang der Untersuchung war im 
Prinzip der gleiche wie bei den folgenden Versuchen zur Ge- 
winnung krystallisierten Materials. 

400 g Cymocasein wurden in 2 Liter Hisessig eingetragen 
und wiederholt geschiittelt. Bald trat starke Quellung ein, die 
nach wenigen Stunden beendet war. Der entstandene Brei 
lieB sich nach 24stiindigem Stehen ohne Schwierigkeit auf der 
Nutsche abpressen, worauf der Riickstand nochmals einen Tag 
mit Eisessig behandelt wurde. Die vereinigten intensiv rot 
gefarbten Filtrate wurden nun im Vakuum auf '/, Liter ein- 
geengt, von den abgeschiedenen anorganischen Salzen filtriert, 
mit reichlich Ather geschiittelt, mit Wasser entmischt und 
der Ather 5mal gewaschen. Zur Trennung des Porphyrins 
vom Kupferkomplexsalz wird nun so oft mit 5°/,iger Salzsiure 
geschiittelt, bis diese vollkommen farblos bleibt. Der Restither 
enthalt das Kupfersalz, das sich beim EKindampfen in prichtigen, 
roten Nadeln abscheidet. Nach dem Absaugen wurde mit 
Ather gewaschen, in verdiinntem Ammoniak gelést und unter 
Rihren in eine Mischung von gleichen Teilen Eisessig—Ather 
eingetragen. Nach vorsichtiger Zugabe von Wasser schieden 
sich dann tiber Nacht schéne Krystalle aus (Tafel 1). 

Ein zweiter Versuch mit 600 g Cymocasein verlief durchaus 
analog. Die Gesamtausbeute an krystallisiertem Material be- 
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trug nach dem Umkrystallisieren 21 mg, so da8 nach der 
Analyse noch 16 mg in unserem Besitz sind. 

- Die Mikrokohlenwasserstoffbestimmung nach Pregl, die 
gunachst mit reinem Kupferkomplexsalz ausgefihrt wurde, 
zeigte, daB dieses stark hygroskopisch ist und auch bei lang- 
samer Verbrennung zur Verpuffung neigt. Genau so verhielt 
sich auch das Kupfersalz aus Hefe. In Anbetracht dieser 
Schwierigkeit stimmen die Resultate der Analysen, die Herr 
Dr. Schuberth ausfiihrte, sehr befriedigend. 

I. Koproporphyrin—Kupfer. 
4,238 mg Substanz gaben 9,860 mg CO, und 2,000 mg H,0. 
II. Hefepriparat. 
4,300 mg Substanz gaben 9,530 mg CO, und 2,070 mg H,O. 
C,.H,,0,N,Cu Ber. C=60,51°9), H = 4,80%, 
Gef. I. C = 60,24 H = 5,28 
II. C = 60,44 H = 5,39 
Spektrum des Restathers in 1,5 cm Schicht bei 0,07 mm Spalt- 
breite: 
I. 567,0—555,1 ; II. 529,5—516,3. 
561,0 522,9 








Die Salzsiureextrakte von beiden Versuchen wurden noch- 
mals durch Schiitteln in Ather gereinigt, dann mit Natrium- 
acetat abgestumpft und das Porphyrin in neuen Ather getrieben. 

In Ather. Spaltbreite 0,07 mm, etwa 2 cm Schicht. 

Ia. 648,9—640,3 ; I. 625,7—621,5; IL. 595,6; IIL. 582,2—573,2 ; 

| 644,6 623,6 577,7 
570,0—566,3 ; IV. 582,2—524,0 ; V. 504,5—484,3 ; Endabsorption 447,0. 

568,1 528,1 494,4 




















In 25 °/,iger Salzsaure: 
I. 597,8—589,5 ; Il. 559,2—543,7. 
598,4 551,4 

Der Streifen bei 644,6 sprach deutlich fiir das Vor- 
handensein von ,,Himin“. Um dieses zu spalten, wurde nach 
der iiblichen Methode mit Eisessigbromwasserstoff behandelt 
und dann mit Methylalkohol—Salzsiure verestert. Die Lésung 
des Esters in Chloroform stimmte spektroskopisch vollkommen 
mit den Zahlen fiir den Koproester iiberein, jedoch verhilt 
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sich Hamatoporphyrin ganz genau so. Beim Eindampfen trat 
teilweise Krystallisation ein und die krystallographische Unter- 
suchung des Herrn Professor Dr. Steinmetz stimmte auf 
Koproporphyrinester. Nachdem jedoch der Ather, wie obige 
Messung zeigt, von vornherein Koproporphyrin enthalten hat, 
kann dies Versuchsergebnis nicht in dem Sinne gedeutet 
werden, daB in der Hefe ,,.Koprohimin“ vorhanden war. Leider 
waren wir zu dieser Zeit noch nicht im Besitz eines Spektral- 
photometers, um quantitativ ermitteln zu kénnen, ob eine 
erhebliche Zunahme von Koproporphyrin durch die Behandlung 
mit Kisessigbromwasserstoff erzielt worden ist. Sie soll bei 
den neuen Versuchen, die zurzeit im Gange sind, nachgeholt 
werden. Die Schwierigkeit bei all diesen Arbeiten liegt in 
der ungeheuer geringen Menge von Material, das zur Ver- 
fiigung steht. Hier waren z, B. nahezu 50 kg Hefe verarbeitet 
worden, eine Menge, die mit unseren Laboratoriumshilfsmitteln 
nicht mehr zu bewialtigen ist und trotzdem war die Ausbeute an 
,Haimin“ so gering, daB wir uns nicht entschlieBen konnten, 
das Material noch durch weitere Priifung, z. B. Feststellen 
des Himochromogenspektrums, zu zersplittern. 


Cerevisin. 


20 g Cerevisin wurden ganz analog behandelt, das Resultat 
war qualitativ dasselbe wie bei Cymocasein. Der Gehalt an 
Porphyrin, Kupfersalz und ,,Hamin“ ist aber etwas kleiner, 
auch das Mengenverhiltnis der drei Stoffe ist ein anderes. 
Freies Porphyrin iiberwiegt, Kupfersalz und Hamin treten 
zurick. Zur Darstellung von krystallisiertem Material reichte 
das uns zur Verfiigung stehende Cerevisin nicht aus. 

Restiather: 

I. 568,0—553,2 ; II. 581,0—514,6. 

















560,6 522,8 

Porphyrinather: : 

(I.) 648,3—640,5 ; I. 627,0—622,2 ; II. 598,1; III. 583,2—575,1 ; 
6444 624,6 579,1 | 


571,2—566,8 ; IV. 587,6—523,8 ; V. 510,6—483,0 ; Endabsorption 445,8. 
569,0 530,7 496,8 
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In 25°/,iger Salzsaure: 
I. 599,0—592,7 ; IL. 578,0—571,1 ; TIL. 559,9—545,2. 
595,8 514,5 552,5 











Zusitze von Schwermetallsalzen. 

Die Zusammensetzung der Niahrlésung, die Menge der 
zugesetzten Hefe war in allen Fallen die gleiche. In 2 Liter 
Brunnenwasser werden 200 g Rohrzucker, 2 g Harnstoff, 2 g 
sekundares Kaliumphosphat und je 0,1 g Chlorcalcium und 
Magnesiumsulfat gelést. Zu diesem Ansatz geben wir 5 g 
Brauereihefe, in der Porphyrin nach Plasmolyse fast nie, nach 
Faulnis nur in sehr geringer Menge spektroskopisch nach- 
gewiesen werden kann. Der Versuch bleibt bei Zimmer- 
temperatur 8—10 Tage stehen, bis sich der gréBte Teil der Hefe 
zu Boden gesetzt hat, worauf dekantiert und abgesaugt wird. 

Es wurde auch vor und nach der Giarung die Wasserstoff- 
ionenkonzentration (nach der Indikatorenmethode von Michaelis) 
gemessen, aber abgesehen von kleinen Schwankungen war 
sie bei allen Versuchen dieselbe. Ob die Wasserstoffionen- 
konzentration bei der F'arbstoffsynthese eine Rolle spielt, konnte 
noch nicht entschieden werden, nach den bisherigen Erfahrungen 
scheint es nicht der Fall zu sein. 

Wahrend wir friiher die Plasmolyse mit Kochsalz aus- 
fihrten, behandeln wir jetzt die Hefe 24 Stunden mit Lis- 
essig und erreichen dadurch Plasmolyse und Extraktion des 
Porphyrins auf einmal. Versetzt man nun mit reichlich Ather, 
so scheidet sich die Hefe in Flocken ab. Nach dem Absaugen 
wird das Filtrat mit Wasser, das etwas Natriumacetat enthilt, 
entmischt und dreimal damit gewaschen, worauf dem Ather 
mit 5°/,iger Salzsiure das Porphyrin entzogen wird (Rest- 
ther). Die Saure wird dann mit kalt gesittigter Natrium- 
acetatlésung abgestumpft, der Farbstoff in neuen Ather ge- 
trieben und die Atherische Lésung spektroskopisch gemessen 
(Porphyrinaither). 


Versuch mit Eisensalzen. 
In obigem Giransatz wurden 0,5 g Eisenvitriol gelést. 
Die Konzentration war also 1: 4000. Die zunachst auftretende, 
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von dreiwertigem Kisen herriithrende Briunlichfarbung war nach 
Beginn der Garung in kurzer Zeit verschwunden. Auffallend 
war die besonders lebhafte Kohlensiureentwicklung. Die ge- 
wachsene Hefe (15 g) hatte einen Stich ins Graue und ergab 
bei Verarbeitung relativ sehr viel Porphyrin. 

In Ather 10 cm Schicht, Spaltbreite 0,07 mm. 

L. 625,8—621,0 ; II. 588,0—574,3 ; 570,0—566,8 ; III. 536,6—523.8 ; 

















: 628,4 578,7 568,2 580,2 
IV. 506,9—486,4 ; E. Abs. 441,0. 
496,6 


In 25°/,iger Salzsiure: 
I. 599,7—590,8 ; II. 562,1—545,2 ; III. 529,1—515,8 ; 
595,2 553,6 522,4 
Fiir die Bildung von Himin war nicht der geringste 
Anhaltspunkt vorhanden, Es wurde deshalb der gleiche Ver- 
such mit Sauerstoffliiftung wiederholt, aber bisher ebenfalls 
mit negativem Resultat. 











Kupfersulfatversuch, 


Zugesetzt wurden in den ersten beiden Tagen je 2 ccm 
einer Liésung von Kupfersulfat (CuSO,.5H,O) 1:500, was eine 
Konzentration von 1:250000 ergab. Giarung und Wachstum 
waren ebenso lebhaft als bei Parallelversuchen ohne Kupfer- 
zusatz. Die ganze Girfliissigkeit hatte einen Stich ins Rétliche, 
was auch bisweilen bei gewdhnlichen Versuchen ohne Metall- 
salzzusitze beobachtet werden konnte. Hefeausbeute: 14,5 g. 
Die abgepreBte Hefe fiel durch ihre starke Braunfirbung auf, 
die bei der Extraktion gréBtenteils in den EKisessig hineinging. 
Als nach dem Entmischen und Waschen dem Ather das Por- 
phyrin mit 5°/,iger Salzsiure entzogen werden sollte, zeigte 
sich, daB dieses auch nach dreimaligem Schiitteln sich nicht 
entfernen lieB. Das dritte Mal blieb die Saure vollkommen 
farblos. Spektroskopisch zeigte sich dann sofort, dab im Rest- 
aither Kupferkomplexsalz vorhanden war. 

10 cm Schicht, Spaltbreite 0,07 mm. 

I. 565,0—557,1 ; IL. 529,0—515,5 . 








561,0 522,2 
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Die vereinigten Saureextrakte gaben nach dem Abstumpfen 
eine intensiy gefarbte Atherlésung, die das Spektrum des freien 
Porphyrins ergab, 

I, 627,0—620,9 ; II. 599,8—595,5 ; III. 584,0—574,0 ; 571,0—566,3; 




















623,9 597,6 579,0 568,6 
LV. 588,1—521,0 ; V. 510,4—481,0; E. Abs. 445,0. 
529,5 495,7 


In 25°/,iger Salzsaure. 
I. 498,7; II. 573,0; III. 551,8. 


Was die Mengenverhiiltnisse anbetrifft, so tiberwiegt das 
freie Porphyrin. 

Kin zweiter Versuch mit einer Kupfersulfatkonzentration 
1:100000 gab im wesentlichen dasselbe Resultat, doch war 
hier das Verhdltnis der beiden Farbstoffe zugunsten des Kupfer- 
salzes verschoben. 


Versuch mit Bleiacetat. 


Die Bleiacetatkonzentration betrug 1:100000. Die rét- 
liche Farbung des Garsubstrates trat auch hier wieder auf. 
Die Hefeausbeute betrug 14g. Die Porphyrinvermehrung blieb 
diesmal hinter den Versuchen mit Eisen und Kupfersalz zuriick; 
die spektroskopischen Zahlen stimmen mit Koproporphyrin 
vollkommen iiberein. 

Sowohl bei diesem, als auch dem vorhergehenden Versuch 
mit Kupfer wurde die mit Eisessig extrahierte Hefe mit Wasser 
gewaschen und drei Monate lang der Faulnis unterworfen. Es 
konnten nochmals nicht unbetrichtliche Mengen von Porphyrin 
in beiden Fallen nachgewiesen werden und zwar bei diesem 
Versuch als Porphyrin, beim Kupferversuch als Kupfersalz. 


Arsenversuch. 


Bemerkenswerter war ein Versuch mit Arsenzusatz, As, 0, 
1:100000. Die Hefe war zwar nur auf 8 g angewachsen, die 
Koproporphyrinvermehrung war aber sehr deutlich, etwa so 
stark wie beim EHisenversuch. 
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Versuch mit Zusatz von Vanadinverbindungen. 


Zugesetzt wurde vanadinsaures Natrium in einer Ver- 
diinnung 1:5000. Infolge langeren Stehens hatte sich hier 
eine Haut von Kahmhefe gebildet, so daB insgesamt 18 g Hefe 
nach dem Abpressen resultierten. Der Porphyrinzuwachs war 
ebenfalls bemerkenswert. Auffaillig war, daB geringe Mengen 
Kupfersalz gefunden wurden, was wohl auf irgendeine Ver- 
unreinigung zuriickzufihren ist. 

Spektrum des Restathers: 

I. 565,4—555,9 ; II. 528,6—515,8 . 














560,6 522,2 

Porphyrinather: 

I, 626,8—621,7 ; II. 597,4; ILI. 582,5—574,1 ; 570,3—566,8 . 
624,0 578,3 568,5 


Versuch mit Asparagin und Asparaginsaure. 


Statt Harnstoff wurde als Stickstoffquelle Asparagin (2,1 g) 
bzw. Asparaginsaure (4,2 g) zugesetzt. Die Girung wurde bei 
20° durchgefiihrt. Bei Aufarbeitung nach 14 Tagen konnte 
zum erstenmal in der Hefe aufer Koproporphyrin auch 
Kammerers Porphyrin beobachtet werden. 

Porphyrinather in 10 cm Schicht bei Spaltbreite 0,07 mm. 

Sehr verwaschener Streifen, 654,9—648,4 ; Ia) Sehr deutlicher 











| 651,6 
Doppelstreifen 634,8—630,0 ; Ib) 625,6—621,5 ; wobei Ia) deutlicher als 
632,4 628,5 


Ib). Von den tibrigen Streifen wurden nur die Maxima gemessen. II. 575,2; 
567,9; Ill. 534,9; IV. 501,5. 


Im wesentlichen das gleiche Resultat ergab der gleichzeitig 


angesetzte Versuch mit Asparaginsiure. Der verwaschene 
Streifen bei 651 fehlte. 


Ia) 684,3—630,4 ; Ib) 625,2—621,1; II. 574,1; 568,0; ILI. 534,9; 


682,3 623,1 
IV. 501,0. 








Die ausgesiten 5 g ergaben keinen Befund an Porphyrin. 
AuB8erdem wurde von der gleichen Hefe zu anderen Versuchen 
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verwendet, von denen keiner jenes Doppelspektrum ergab. 
Diese beiden Resultate, die bisher vereinzelt dastehen, wurden 
natiirlich des 6fteren zu reproduzieren versucht, auch mit der 
doppelten Menge an Aminosdure; es entstand dabei aber immer 
nur Koproporphyrin in schwankender Ausbeute. Versuche 
mit anderen Aminosiuren werden wir in niachster Zeit aus- 
fahren. Der Verdacht l48t sich nicht von der Hand weisen, 
daB hier Kimmerers Porphyrin doch durch tierische Ver- 
unreinigung der 5 g Hefe entstanden ist. 


Untersuchung der Weinhefen. 

150 g abgepreBter Weinhefe der Firma Burgeff &Co. er- 
gaben einen deutlichen Befund an Koproporphyrin; Restither 
nach Extraktion mit 5°/,iger Salzsiure in 10 cm Schicht bei 
Spaltbreite 0,07 mm. 

I, undeutlicher Streifen von 659,0—646,2; (Chlorophyll?); 


























652,6 
II. 565,1—557,8 ; IIL. 528,6—516,0 . 
561,5 522.3 
Porphyrinither: I. 625,0—622,0 ; II. 595,8; III. 569,4—565,7 und 
623,5 567,5 
563,8—558,5 ; IV. 583,8—524,5 ; V. 504,6—487,7. 
560,9 529,1 496,1 


In 25°/,iger Salzsiure: I. 594,1; II. 550,0. 


Ganz ahnlich war der Befund bei Weinhefe, die wir der 
Firma Kupferberg verdanken. 120 g der abgepreBten Hefe 
ergaben im Restither ein ma&Big deutliches Kupfersalzspektrum. 
Freies Porphyrin war nicht vorhanden. Restither in 10 cm 
Schicht bei 0,07 mm Spaltbreite: L 560,7; IL 523,1. 

Untersuchung von Traubensaft. +/, Liter Traubensaft 
(durch Auspressen frischer Trauben dargestellt) gab bei oe 
auf Porphyrin negativen Befund. 


Untersuchung von Insekten. 
1. Etwa 50 Fliegen wurden mit kalter konzentrierter 
Salzsiure iibergossen und einen Tag sich selbst iiberlassen. © 


Die Siure farbte sich nach wenigen Stunden intensiv braun, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 9 
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doch konnte keine Absorption beobachtet werden. Nach 
24 Stunden wurde nochmals mit Chlorwasserstoff gesittigt 
stehen gelassen, dann durch Glaswolle filtriert und im Vakuum 
der gréBte Teil der Salzsiure verdampft. Auch nach Ab- 
stumpfen mit Natriumacetat und Ubertreiben in Ather konnte 
spektroskopisch nichts gefunden werden. 

2. Die Hydrolyse wurde auch mit 2°/,iger Salzsiure bei 
125—130° im Druckrohr versucht. Nach 8 Stunden machten 
die Miicken einen wenig aufgeschlossenen Eindruck. Nach 
dem Filtrieren, Abstumpfen des Filtrats und Ausithern war 
spektroskopisch nichts zu beobachten. 

3. Etwa 2 g Fliegen verschiedener GréBe wurden zer- 
rieben, mit 100 g Hefe durchgeknetet und in einem Thermostaten 
bei 50° autolysiert. Gleichzeitig wurde ein Kontrollversuch 
mit 100 g Hefe ohne Miicken angesetzt. Die Untersuchung 
von Stichproben zu je 5g nach 8 Tagen ergab folgenden un- 
deutlichen Befund von ,,Koproporphyrin“: 

In Ather: 628,3—625,5. 

624,4 
In 25 °,iger Salzsiiure: sehr undeutlich I. 593,5—588,0 ; 
590,7 








Il. 555,6—546,5 . 
551,0 


Da bei Behandeln der Autolyse mit Hisessig—Ather dunkel- 
braune Kiweibfallung eintrat, war es notwendig, diese nochmals 
auf Porphyrin zu untersuchen. Es wurde zu diesem Zweck 
mit methylalkoholischer Salzsiure der braune Farbstoff ex- 
trahiert. Die Extrakte wurden im Vakuum verdampft, mit 
Soda neutralisiert und mit Chloroform ausgeschiittelt. Es 
konnte aber kein Porphyrin beobachtet werden. 

Die volistindige Aufarbeitung beider Autolysen nach drei 
Wochen gab in beiden Fallen sehr deutliches Koproporphyrin- 
spektrum, aber keine Anzeichen fiir Vorhandensein von 
Kimmerers Porphyrin. Die Eiwei®fallung von dem Versuch 
mit Fliegen wurde dann noch mit konzentrierter Salzsaiure 
hydrolisiert. Es trat Verschmierung der gesamten Masse ein, 
die eine weitere Verarbeitung unmdglich machte. 
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4, Vier Fliegenfallen wurden mit girender Zuckerlésung 
gefullt und am offenen Fenster aufgestellt. Nachdem reichlich 
Fliegen vorhanden waren, wurde filtriert, die Fliegen fein zer- 
quetscht und bei 37° gefault. Bei Verarbeitung nach drei 
Monaten ergab sich folgendes Resultat: 

Restither in 10 cm Schicht, Spaltbreite 0,07 mm. 

Verwaschener Streifen 656,0—629,1, der nach Verdampfen des 

642,5 
Athers und Aufnahme von Pyridin verschwand. 

5. Bei einer gréBeren Anzahl von Fliegen wurden Kopf, 
Hinterleib, Filiigel und FiiBe entfernt, das Brustsegment zer- 
quetscht und das ,,Fleisch“ zur Faulnis angesetzt. Bei einer 
Micke konnte einwandfrei durch spektroskopischen Vergleich 
mit frischem Blut im Mikrospektroskop Himoglobin festgestellt 
werden. Bei dieser Gelegenheit fiel uns auf, daB in den 
Facettenaugen verschiedener Fliegenarten ein intensiv roter 
Farbstofi vorhanden ist, der ein carotinihnliches Spektrum 
ergab. Das gefaulte ,,Miickenfleisch“* wurde mit Eisessig—Ather 
behandelt und nach dem Entmischen und Waschen der 
Ather am Spektroskop gemessen. 10cm Schicht, Spaltbreite 
0,07 mm. 

Verwaschener Streifen von 503,5—484,2, 

, 498,8 

Infolge des kalten Sommers konnten diese Untersuchungen 
leider nur mit wenig Material durchgefiihrt werden. Nimmt 
man aber die Insekten als Ursache fiir das vermehrte Auf- 
treten von Koproporphyrin und das Vorkommen von Kammerers 
Porphyrin in der Sommerhefe an, so miiBte ja schon eine 
geringe Zahl dieser Tiere einen ausschlaggebenden Befund an 
diesen Farbstoffen geben, was nach obigen Resultaten durchaus 
nicht der Fall ist. Kine weitere Schwierigkeit bei Versuchen 
mit Fliegen ist die, daB sich im Magendarmkanal dieser Tiere 
bisweilen Blutfarbstoff durch Aufnahme blutfarbstoffhaltiger 
Nahrung befindet. 

Nachschrift bei der Korrektur: Inzwischen haben 
wir durch die freundliche Vermittlung des Herrn Professor 


BraB in Reutlingen von Herrn Professor Lierske in den 
9* 
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Elberfelder Farbenfabriken eine gréBere Menge von Motten- 
raupenkot erhalten. Bei der Verarbeitung auf Porphyrin nach 
der Kisessig—-Athermethode ergab sich einwandfrei spektro- 
skopisch Koproporphyrin. | 

In Ather: 

I. 623,1; IL. 567,9; ILL. 527,38; IV. 495,3; Endabsorption 430,0. 
In 25°/,iger Salzsiure: 
I. 594,2; III. 551,0. 

Der Restiither ergab eine schwache Absorption von 604,6—574,5 
(Bilicyanin?). 589,5 

Bei 526 erneute Beschattung, die in die Endabsorption 
iibergeht. Mit Zinkacetat schwache Fluorescenz (Urobilin?). 

Der Gehalt an ,,Koproporphyrin“ entspricht annihernd 
dem der Trockenhefe. 

Wir zweifeln nicht, daB bei Verwendung von etwa 3 bis 
4 Kilo Mottenraupenkot das Porphyrin in krystallisiertem Zustand 
gewinnbar sein wird und hoffen iiber diese Untersuchungen in 
absehbarer Zeit berichten zu kénnen, ebenso iiber die Unter- 
suchung der Mottenraupen selbst in bezug auf die Art ihres 
Blutfarbstofts. 





Honigversuch. 


Ein Material, bei dem zweifellos die Méglichkeit tierischer 
Verunreinigung gréBer ist als bei Bierwiirze, ist Bienenhonig. 
200 g Honig statt Zucker in 2 Liter Wasser gelést und ver- 
goren lieferten Hefe, in der ausschlieBlich Koproporphyrin in 
relativ geringer Menge neben Spuren von Kupfersalz gefunden 
wurde, 

Restither in 10 cm Schicht, Spaltbreite 0,07 mm: 

Undeutliches Spektrum I. etwa 560, II. etwa 523. 

Porphyrinather: 

I, 635,4—621,7 ; die tibrigen Streifen wurden nicht gemessen. 

623,5 





Garversuche mit Blutzusatz. 


I. Zum Studium der Frage, ob Blutfarbstoff von wachsender 
Hefe in Kaimmerers oder Koproporphyrin umgebaut wird, 
wurden 3 Tropfen defibriniertes Blut zugesetzt. Die nach 
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14tagigem Stehen abgepreBte Hefe war rétlich gefairbt. Bei 
der Extraktion mit Kisessig—Ather ging aller Farbstoff in das 
Lésungsmittel, so da die Hefe farblos wurde. Spektroskopisch 
ergab sich folgendes: 

Der Restather war ziemlich intensiv gefarbt. Nach dem 
Eindampfen konnte Himin spektroskopisch nachgewiesen 
werden. 

Ia. 656,4—628,3 . 

642,8 

Porphyrinather: Sehr deutliches Koproporphyrinspektrum. 
10 em Schicht, 0,07 mm Spaltbreite. 

I. 626,0—622,7; II. 597,0; IIL. 581,8—574,6; 570,2—566,8 ; 




















624,3 578,2 568,5 
IV. 585,2—525,3 ; V. 506,8—487,5. 
580,2 497,1 


In 25 °/,iger Salzsaure: 
I. 595; Il. 573,7; III. 550,5. 


Was die Mengenverhiltnisse betrifft, so war nicht mehr 
Koproporphyrin da, als in einem Vergleichsversuch ohne Blut- 
zusatz. Fiir das Vorhandensein von Kimmerers Porphyrin 
war kein Anhaltspunkt gegeben. Blutfarbstoff scheint also 
unter diesen Bedingungen von wachsender Hefe nicht in 
Porphyrin umgebildet zu werden. 

II. Durch Anderung der Versuchsbedingungen, gelangten 
wir dann zu anderen Resultaten. Diesmal wurde Fon defi- 
briniertes Blut zugegeben. Nach beendeter Girung blieb der 
Versuch 4 Monate lang sich selbst iiberlassen. Bei Ver- 
arbeitung der Hefe ging auch hier wieder der ganze Farbstoff 
in das Lésungsmittel. Der braune Restaither gab im Reagensglas 
bei 0,07 mm Spaltbreite deutlichen Haiminstreifen. 

655,2—628,3 . 

641,7 

Nach dem Verdampfen des Athers und Aufnehmen mit 
_ Pyridin verwaschenes Spektrum: 

I. 584,2—569,8 ; II. 558,7—547,5 ; III. 584,2—514,3. 

577,0 558,1 524,2 
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Nach Zugabe von MHydrazinhydrat tritt der Hamo- 
chromogenstreifen deutlicher hervor; III bleibt aber immer 
noch am deutlichsten. Im Porphyrinither war Kimmerers 
Porphyrin neben Koproporphyrin etwa gleich stark vorhanden. 

I. 684,0-628,0 ; Ia, 626,5-621,5 ; II. 570,6—566,4 ; ILI. 538,8—527,8 ; 

















681,1 624,0 568,5 588,8 
IV. 509,0—490,7 . 
499,8 


Die Schwierigkeit der Beurteilung dieser Versuche liegt 
darin, da8 Kaimmerers Porphyrin unter bestimmten Be- 
dingungen in Himatoporphyrin tibergehen kann. Das Spektrum 
dieser Kérper ist besonders bei Gegenwart von Kaimmerers 
Porphyrin nicht zu unterscheiden. 


Versuch mit quantitativer Bestimmung der Porphyrin- 
ausbeute. 


Da wir inzwischen in den Besitz eines Spektralphotometers 
nach Koenig-Martens zur Konzentrationsbestimmung von 
Farbstofflésungen gelangt sind, teilen wir das Resultat eines 
der iiblichen Giarversuche mit, bei dem der Porphyrinather 
einer quantitativen Bestimmung (Niemann) unterzogen wurde. 
Von 15 g gewaschener Brauereihefe wurden 


1. 5 g in frischem Zustand, 
II. 5 g nach dreiwéchentlicher Faulnis , 
Ill. 5 g nach Vermehrung in Zuckerlésung auf 14,5 g auf Porphyrin- 
gehalt gepriift. 


Das Ergebnis des Versuchs ist in der Tabelle dargestellt. 








Farbung des Athers| Spektrum in 10cm | Gefundener Gehalt 
in 11 cem Volumen | Schicht Sp.-Br. 0,07] an Porphyrin . 

















I farblos _ —_ 
Il. farblos aiuBerst schwach _ 
Ill. deutlich rot iuBerst deutlich 0,21 mg 


Der Restither gab in keinem Fall ein Spektrum. 
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Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. III.’ 


Von 


Hans y. Euler, Henry Widell und Elsa Erikson. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1925.) 





Man verdankt besonders Steen bock?) den Nachweis, dab 
der Faktor, welcher die wachstumsteigernde Wirkung des 
Fischlebertrans verursacht — wir bezeichnen denselben nach 
dem Nomenklaturvorschlag des einen von uns¥) mit /D (lipoid- 
léslicher D-Faktor*) von derjenigen Substanz verschieden ist, 
welche den Ca- und PO,-Umsatz in héheren Tieren beeinfluBt 
und dadurch das Entstehen der Osteomalacie und Rachitis 
verhiitet oder verzégert und zur Hebung bereits eingetretener 
rachitischer Erkrankungen wesentlich beitrigt. Dieses 4-Vitamin 
bezeichnen wir, um es in seinem Zusammenhang mit Osteo- 
malacie zu charakterisieren mit 4, oder mit 4,, wihrend der 
durch seinen Effekt gegen Keratomalacie oder Xerophthalmie 
gemessene fettlisliche Stoff durch 4x oder A, gekennzeichnet wird. 

DaB infantile Rachitis nicht nur durch ein fettlésliches 





1) Siehe die vorhergehenden Mitteilungen, iiber einen wasserléslichen 
Wachstumsfaktor, Diese Zs. Bd. 140, 8. 146 (1924) und Bd, 141, 8. 297 
(1924). : 

*) Steenbock, Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, 8. 327 (1928). 

*) vy. Euler, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 8, Nr. 31 (1923) Vitaminer 
och tillvixtfaktorer. Stockholm, Wahlstrém u. Widstrand, 1924. 

*) Zur Bezeichnung D siehe C. Funk u. Dubin, Jl. of Biol. Chem. 


Bd. 44, S. 487 (1920). 
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Vitamin sondern auch noch (abgesehen von einer geeigneten 
Zufuhr von Ca und PO, in der Nahrung) durch Bestrahlung 
beeinfluBt werden kann, haben Huldschinsky?’) und dann Hess 
und Unger?) betont, nachdem ein Alterer Hinweis von Palm®) 
tiber die Beziehung zwischen der geographischen Verbreitung 
von Rachitis und der Sonnenstrahlung bereits in Vergessen- 
heit geraten war. 

Uber die Beeinflussung der Calcifikation durch ultraviolette 
Strahlung haben spaiter Hess, Unger und Pappenheimer, 
Mc Collum und seine Mitarbeiter, Powers, Shipley und 
Park u. a. zahlreiche Versuche angestellt, welche hier nicht 
einzeln referiert zu werden brauchen. Von den Beobachtungen 
von Hess und Unger sei nur erwahnt, da8 die anti-rachitisch 
wirksamen Strahlen durch Glas absorbiert werden. 

Durch die sehr bemerkenswerten, etwa gleichzeitig aus- 
gefiihrten Untersuchungen von Hume‘), sowie von Goldblatt 
und Soames’) zeigte es sich 1922, daB Sonnenlicht bzw. ultra- 
violette Strahlen gleichzeitig mit dem anti-rachitischen Effekt 
auch eine Zuwachswirkung ausiiben, und zwar wurden beide 
Untersuchungen an Ratten durchgefihrt. Das wesentlichste 
Resultat war, daB diese Ratten wihrend einer Periode ohne Zu- 
fuhr von A-Vitamin kraftiges Wachstum zeigten, welches aller- 
dings nach etwa 3 Wochen zum Stillstand kam. Mi8 Hume 
zog aus ihren Versuchen den naheliegenden SchluB, da ultra- 
violette Strahlen imstande sind, 4-Vitamine im lebenden Tier- 
kérper zu aktivieren. 

Von den weiteren interessanten Tatsachen, welche die 
Untersuchungen aus dem Lister-Institut zutage gefordert haben, 
seien noch die von E.Margaret Hume und Hannah Hender- 





) Huldschinsky, Deutsche Med. Wochenschr. Bd. 45, S. 712 
(1919); Zs. f. orth. Chir. Bd. 89, S. 426 (1920). 

*) Hess u. Unger, Jil. Am. Med. Assoc. Bd. 77, 8S. 39 (agen): 
Am. Jl. Dis. Child. Bd. 22, 8. 186 (1921). 

*) Palm, Practitioner Bd. 45, S. 271, 321 (1890). Zitiert nach 
Report Med. Research Council. 2. edition 1924. 

*) E. Margaret Hume, Lancet Bd. II, 8. 1818 (1922). 

5) Goldblatt u. Soames, Biochemical Jl. Bd. 17, 8. 446 (1923). 
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son Smith*) neuerdings veréffentlichten, erwahnt. Ratten 
wurden in GlasgeféaBen gehalten; wurden diese GlasgefiiBe 
jeden zweiten Tag 10 Minuten lang leer den Strahlen einer 
Quecksilberlampe ausgesetzt, so zeigten die darin lebenden 
Tiere ein starkeres Wachstum als die in nicht belichteten 
GlasgefaBen lebenden Tiere. Befanden sich Ratten in ozon- 
haltiger, bestrahlter Luft, welche eine 3 m lange Glasréhre durch- 
strémte, so zeigten sie geringeren Zuwachs als die Kontrolltiere. 


Bekanntlich verdankt man 8S. S. Zilva*) bemerkenswerte 
Beobachtungen iiber die Inaktiierung von Vitaminen durch 
ultraviolette Strahlen. Seine Ergebnisse werden im allgemeinen 
durch neuere Mitteilungen von Spinka®) bestitigt. 


Im AnschluB an chemische Untersuchungen iiber den 
Faktor 7D und dessen Stabilitét*) haben wir versucht, Anhalts- 
punkte iiber die labilen Atomgruppen dieser Stoffe zu finden 
durch eine systematische Untersuchung solcher chemisch 
definierter Substanzen, welche durch ultraviolette Strahlen 
wachstumférdernde Wirkung erlangen. Auf Grund der Uber- 
legung, daB die Dosierung sich am einfachsten gestaltet, wenn 
die bestrahlten Stoffe mit der Nahrung vom Versuchstier auf- 
genommen werden, haben wir die Bestandteile der Grund- 
nahrung einzeln untersucht. 


Wie zu erwarten war, hat sich bald gezeigt, daB die 
Dauer der Bestrahlung, die Temperatur und die iiber dem 
bestrahlten Stoff befindliche Atmosphire von wesentlichem 
Kinflu8 sind. Wir kommen hierauf an anderer Stelle zuriick 
und teilen hier nur die Versuche mit, welche sich auf eine 
konstante Bestrahlungsdauer, namlich 30 Minuten und 20° 
Temperatur beziehen. 

Als unsere Versuche bereits lingere Zeit im Gange waren, 





1 E. M. Hume u. A. Henderson Smith, Biochemical Jl. Bd. 17, 
S, 364 (1923). 

*) §. 8. Zilva, Biochemical. Jl. Bd. 18, S. 164 (1924). 

*) Spinka, Biochem. Zs. Bd. 158, S. 196 (1924). 

*) Euler u. Lindstal, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 12 (1924). 7 
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erschienen Mitteilungen von Steen bock und seiner Mitarbeiter '), 
welche ebenfalls die Vorbehandlung der Nahrung von Ratten 
durch ultraviolettes Licht betreffen, aber z. T. von anderen 
Gesichtspunkten aus angestellt sind und andere Ziele verfolgen. 

Nach einer gréBeren Reihe orientierender Versuche?) haben 
wir die quantitative Ausarbeitung unserer Ergebnisse begonnen 
und unter durchaus gleichheitlichen und reproduzierbaren 
Ergebnissen gearbeitet. 

Bei den hier mitzuteilenden Versuchen mit Wasser und 
mit SteinnuBdl (Arachisél) befanden sich die Flissigkeiten in 
1 mm dinner Schicht im Abstand von 22 cm der horizontal 
stehenden Réohre einer Quecksilber—Quarzlampe (Modell der 
Quarzlampen-Gesellschaft, Hanau). Die Lampe brannte mit 
einer Stromstirke von 2'/, Ampere bei 40 Volt Spannung. 
(Die spektrophotometrischen Messungen sind noch nicht ab- 
geschlossen.) 

Die Bestrahlung der untersuchten Stoffe geschah unmittel- 
bar vor der Verfiitterung, bei den Untersuchungen mit Wasser 
wurde die gesamte Tagesration bestrahlt. 


Methodik der Tierversuche. 


Wie bei den friiheren Versuchen aus diesem Laboratorium 
wurden weibe, zahme Ratten verwendet und zwar aus einem 
Stamm, welchen wir Herrn .Dr. Sopp, Kap, Norwegen ver- 
danken. Der Stamm ist seit etwa 20 Monaten in diesem 
Laboratorium propagiert worden. 

Die Grundkost ist abnlich der von Drummond an- 
gegebenen, nimlich 
Casein*) vitaminfrei) . 20 Teile Gehirtetes Steinnu8él . . 15 Teile 
Sie 2 Se ee Salzgemisch (McCollum) 5 ,, 





1) H. Steenbock u. Black, Jl. of Biol. Caem. Bd. 61, 8. 405 
(1924). — Steenbock u. Nelson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, 8. 209 (1924). 

*) Euler u. H. Widell, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 15 (1924). ‘ 

*) Von British Drug Houses, London, bezogen und nochmals mit 
Alkohol extrahiert und erhitzt, 
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_ Dazu zwecks Zufihrung von B-Vitamin und AD 5 Teile 
Marmite’) und zwecks Zufiihrung von C-Vitamin Citronensatt, 
welcher der Tagesration Wasser(30—50 TI. Saft + 70—50 TI. Wasser) 
gugegeben wurde. Die jungen Ratten blieben 15 Tage bei 
dem Muttertier, wurden dann isoliert und nach weiteren 5 Tagen 
auf A-freie Grundkost gesetzt. Die jungen Ratten wurden nun 
tiglich gewogen und erst nach vollkommenem Stillstand des 
Wachstums zum Versuch verwendet. Sehr wesentlich ist, wie 
schon Steenbock hervorgehoben hat, eine geeignete Diat der 
Mutter sowohl vor der Geburt der Jungen als wahrend der 
Lactation. In der Regel konnten wir den sicheren Stillstand 
des Zuwachses bei einem Gewicht der jungen Ratten von 
40—50 g und einem Alter von 3—5 Wochen erreichen. 

Wegen aller tibrigen Bedingungen verweisen wir auf die 
bereits erwahnte Monographie von Euler. 


1. Wasser. 


Von 4 untersuchten Fallen wurde bei 2 Tieren ein kleiner, 
wenige Tage dauernder Zuwachs festgestellt. Weitere Versuche 
miissen erst zeigen, ob dieser Effekt unter den gewahlten 
Bedingungen konstant ist und unter anderen Bedingungen 
steigt. Nach 10—14 Tagen verendeten die Tiere, wie Fig. 1 
zeigt. In 2 Fallen zeigte die post-mortem Untersuchung auf- 
fallende Briichigkeit der Réhrenbeine. ”) 


2. Casein. 


Das in trockener Form belichtete Casein wurde zur Her- 
stellung der Grundkost verwendet, also taglich mit der Starke 
und dem gehirteten Fett im angegebenen Verhiltnis gemischt. 
Kine auBerhalb der Versuchsvariationen liegende Wirkung wurde 
nicht beobachtet. 


8. SteinnuBdl. 


Das zu unseren Versuchen verwendete Arachis- oder 
SteinnuBdl, welches hier zur Herstellung von gehirtetem Fett 





4) Von Marmite Food Extract Comp. London. 
”) Die Briichigkeit wurde quantitativ gemessen; Zihne und Ge- 
lenke wurden histologisch untersucht. 
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verwendet wird, wurde in diesem Laboratorium noch besonders 
charakterisiert und zwar fand Herr R. Johansson folgende Jod- 
zahlen: 


Unbelichtet Belichtet 
85,0 85,4 
85,3 85,4 
85,6 82,2 


Bei den hier mitzuteilenden Versuchen wurde den Tieren 
neben der ad libitum gereichten Grundkost tiglich genau 1 ¢g 
des belichteten Oles eingegeben, und zwar entweder mit einer 
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Fig. 1. 


Pipette tropfenweise, oder gemischt mit kleinen Mengen von 
Bestandteilen der Grundkost. Die Mischung wurde aber dann 
getrennt von der iibrigen Grundkost quantitativ eingegeben. 
Bei den Versuchen mit Arachisél wurde die Zusammensetzung 
der Grundkost insofern geindert, als statt 15 Teilen Fett 
(gehartetes Arachisél) nur 5 Teile verwendet wurden. Das 
gleiche war der Fall bei den Versuchen mit belichtetem und 
gehirtetem Arachisél. Dadurch wurde der gesamte Fettkonsum 
der Tiere etwa auf der gleichen Héhe gehalten. 


Ergebnisse. 
Die Fahigkeit der untersuchten Stoffe, durch Licht der 
Quecksilberlampe aktiviert zu werden, ist unter den erwahnten 
Versuchsbedingungen sehr verschieden stark ausgeprigt und 
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eindeutig. Wiahrend Wasser durch die Bestrahlung offenbar 
keme wachstumsteigernde Wirkung erhalt und den Faktor /D 
nicht zu ersetzen vermag, zeigt bestrahltes Arachisél, welches 
unbelichtet vollkommen frei von jeder 4-Wirkung ist, nach 
der Bestrahlung eine bedeutende wachstumsieigernde Wirk- 
samkeit. Dies geht ohne weiteres aus den Figg. 1 u. 2 hervor. 
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Fig. 2. 


Man kann annehmen, da unter Kinwirkung der Ultraviolett- 
Strahlung ein mit dem Faktor 7D irgendwie verwandter Faktor, 
der vorlaufig mit & bezeichnet sei, gebildet sind. 

Die mit bestrahltem Arachisél, aber /D- und A-frei be- 
handelten Tiere waren nach 15 Wochen noch volikommen 
frisch. Uber die post-mortem Untersuchung wird im AnschluB8 
an die histologischen Beobachtungen berichtet. 

Unter den negativen Resultaten einer friiheren Unter- 
suchung scheint das mit gehiartetem Arachis6l gewonnene von 
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besonderem Interesse.) Der Umstand, daB dieser Stoff, welcher 
also ein der gesattigten Reihe angehériges Fett darstellt, nicht 
durch die ultraviolette Strahlung wirksam gemacht werden 
kann, gibt einen Anhaltspunkt fiir die weitere chemische Er. 
forschung der wachstumerregenden Gruppen (Atomkombinationen) 
im bestrahlten Arachis6l und im /D-Faktor. Man wird den 
SchluB ziehen diirfen, dab beim Hiarten des Arachisiéls der 
strahlenempfindliche Bestandteil des Ols bzw. die strahlungs- 
empfindliche Gruppe, aus welcher der Faktor R entsteht, 
inaktiviert (verandert oder zerstért) wird (Verschwinden der 
Doppelbindung). Analog, aber schwacher wird Olsdure aktiviert, 
nicht aber Stearinséure. Auf die Doppelbindungen im Phytol 
ist vielleicht die Bildung von 4 und /D in griinen Pflanzen 
zurickzufihren. : 

Seit lingerer Zeit wird zur Priifung von Fischlebertranen 
eine Farbenreaktion benutzt, welche in einer Blau- bzw. Rot- 
farbung des in Chloroform gelésten Tranes beim Mischen mit 
konzentrierter Schwefelsiure entsteht. Diese Reaktion und 
ihre verschiedenen Modifikationen werden im allgemeinen als ein 
Zeichen der Anwesenheit von Sterinen oder Sterinderivaten 
betrachtet. Drummond und Watson?) haben dann darauf 
aufmerksam gemacht, da ein gewisser Parallelismus besteht 
zwischen dem Hervortreten dieser Farbung und dem durch den 
Tierversuch festgestellten Gehalt von 4-Vitaminen (in der 
Regel 1D). Auch in diesem Laboratorium ist die genannte 
Probe zur Anwendung gekommen in einer Form, welche dem- 
naichst niher beschrieben wird, und welche den von Whitby’) 
sowie von Harden und Robison‘) angegebenen Verfahren 
nahesteht. 





‘) Unter den sonstigen negativen Resultaten ist zuniichst wegen 
der Methodik unserer Versuche zu erwihnen, daB trockenes Caseinpulver 
durch Bestrahlung (80 Min. 20°, 1 mm dicke Schicht) nicht wachstum- 
férdernd gemacht werden kann. 

*) Drummond u. Watson, Analyst Bd. 47, S. 341 (1922). 

8) Whitby, Biochemical Jl. Bd. 17, S, 5 (1928). 

“) Harden u. Robison, Biochemical Jl. Bd. 17, S. 115. (1923). 
Uber die mit H,SO, und Furfurol eintretende Farbung siehe auch 
A. Komarowsky, Chem. Ztg. Bd. 27, S. 807 (1903). 
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Es erschien von Interesse, zu priifen, ob unser Arachisdl, 
welches an Zuwachswirkung mit Tran vergleichbar ist, nach 
der Bestrahlung die erwihnte Reaktion in Chloroform mit 
konzentrierter Schwefelsiure zeigte. Vergleichende Versuche 
zwischen dem bestrahlten und dem nicht bestrahlten Ol, welche 
Herr Robert Johansson angestellt hat, ergaben indessen 
keinerlei deutliche Unterschiede in der (in beiden Fallen nur 
gelblichen) F'arbenreaktion. 

Neben dem gewissermaBen konstitutionschemischen Problem: 
»Welche chemisch definierten Stoffe bzw. Atomgruppen geben 
(hypothetisch gesprochen) Anla$ zur Bildung des Faktors R?*, 
liegt unseren Versuchen eine zweite, ebenfalls chemische, Frage- 
stellung zugrunde: Unser (I erlangt durch Bestrahlung gleich- 
zeitig mit der wachstumbeférdernden Fahigkeit eine anti- 
rachitische und eine, wie wir vermuten, mit dem Ca-PO,-Umsatz 
verkniipfte baktericide Wirksamkeit. Schon aus den Ver- 
suchen von Steenbock geht hervor, da die gebriiuchliche 
Grundkost fiir Ratten Stoffe enthalt, welche durch Bestrahlung 
anti-rachitische Wirksamkeit annehmen kénnen. Dem che- 
mischen Vorgang der Calcifikation geht die Verinderung des 
Ca-PO,-Gleichgewichts im Blut voraus. Am Gleichgewicht 
PO, == org. PO, ist — bei gegebener Zufuhr von Ca und 
PO, auBer dem Vitamin 4, bzw. 4; noch das wasserlésliche 
C-Vitamin beteiligt. Von diesem Gesichtspunkt aus haben 
wir begonnen, die Wirkung der Strahlung bzw. des Faktors & 
auf den Phosphatumsatz bzw. auf die Entwicklung von Meer- 
schweinchen zu untersuchen. Es erscheint kaum zweifelhaft, 
daB die wesentlich verschiedene Rolle, welche die Vitamine 4, 
und C bei Ratten und Meerschweinchen spielen auf Ver- 
schiedenheiten in den am Phosphatgleichgewicht beteiligten 
Enzymwirkungen?) zuriickzufihren ist, und zwar primar im 
Blut und den blutbildenden Organen und Geweben. 





1) Siehe hierzu Robison and Soames, Biochemical Jl. Bd. 18, 
S. 740 (1924). 
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Zar Kenntnis der Wachstumsfaktoren. IV. 
Der Einflu8 von 2.D-Uhberschiissen auf das Wachstum von Ratten. 


Von 


Hans v. Euler und Henry Widell. 
Mit 4 Figuren im Text und 1 Tafel. 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1925.) 





Die Feststellung einer Bilanz der 4-Vitamine und des 
fettlislichen Faktors 7D bereiten wir seit mehr als einem Jahr 
durch Versuche vor, welche die gegenseitige Abhingigkeit des 
Bedarfs héherer Tiere an den 3 Vitamingruppen und den 
Wachstumsfaktoren kD und /D klarlegen sollen. Durch den 
Umstand, daB hier nicht nur die genannten Stoffe variiert 
werden miissen, sondern auch noch andere Nahrungsbestand- 
teile, besonders Salze, gewisse Lipoide (Cholesterin u. a.) und 
Stoffe vom Typus der Purin- und Pyrimidinbasen einen wesent- 
lichen Einflu8 ausiiben, sind die Verhaltnisse hier auBerordent- 
lich kompliziert, und es kénnen im gegenwirtigen Stadium 
unserer Kenntnisse nur experimentelle Ergebnisse mitgeteilt 
werden, welche sich erst spiter zu einer zusammenfassenden 
Darstellung vereinigen lassen. 

Der hier zu besprechende Teil der Untersuchung betrifft 
die Frage: Wie wird das Wachstum und die allgemeine 
Entwicklung von Ratten beeinfluBt, wenn die tagliche 
EKinnahme von fettléslichem Wachstumsfaktor JD die 
Zufuhr durch die normale, wahlfreie Nahrung und den 
Bedarf um das Vielfache ibertrifft? 
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Gleichzeitig mit dem Faktor 7D haben wir — da wir die 
D-Oberfiitterung mit Tran durchgefihrt haben — auch die 
A-Vitamine zugefiihrt. Uber die Beeinflussung des Ca-, PO,- 
Stoffwechsels und der baktericiden Wirkung kénnen wir aber 
noch keine Angaben machen; wir hoffen aber bald hierauf 
gurickzukommen. 

Der von Herrn Dr. Sopp, Kap, geziichtete Stamm weiBer 
Ratten, welchen wir hier selbst propagieren, erreicht im aus- 
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gewachsenen Zustand ein mittleres Gewicht von etwa 180 g. 
Die jungen Ratten werden von der Mutter 18—22 Tage nach 
der Geburt entfernt; sie wiegen im Alter von 24—30 Tagen 
im Mittel 30 g. 

Wir haben, wie erwahnt, die Uberfiitterung mit /D in der 
Weise erzielt, daB wir die gesamte Fettmenge der Grundkost 
in der Form von Dorschlebertran gaben; letzterer ersetzte also 
das sonst verwendete /D-freie und A-freie gehartete Arachisdl. 

Die Grundkost hatte also bei den folgenden Versuchen 
die Zusammensetzung: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 10 
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Casein)... . . «. «°18Telle  ‘Tean . | iota s Oe Telle 
WON se ea / Rm, Salageuniech. (Me Collum) . 


Zu dieser Geendiens kam bei den Versuchen, bei welchen 
nichts anderes erwahnt ist, 5 g Marmite (Zufuhr von B-Vitamin), 
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Das C-Vitamin wurde in Form von Citronensaft in dem 
ad libitum gereichten Wasser gegeben, und zwar in ver- 
schiedener, jedesmal angegebener Konzentration. 

Je zwei junge Ratten befanden sich in einem geraumigen 
Kafig; das Rattenlaboratorium ist hell, die Tiere werden aber 


nicht von direktem Sonnenlicht getroffen. 





‘) Das Casein wurde vitaminarm von British Drug Houses, London, 
bezogen und nochmals mit Alkohol ausgekocht und durch Erhitzen in 
diinner Schicht von den letzten Vitaminspuren befreit; die Inaktivierung 
von 1D war in diesem Fall unnétig; die Alkcholbehandlung erfolgte 
aber, um eventuell anwesende vitaminihnliche Faktoren zu eliminieren. 
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Samtliche Ratten wurden tiglich mit einer Genauigkeit 
yon 0,5 g gewogen. 
Ergebnisse. 


Von im Ganzen 20 untersuchten Versuchstieren teilen wir 
in folgenden Figuren 16 charakteristische Zuwachskurven mit 
(Figg. 1-—4). 

Zu denselben sei folgendes bemerkt. Bei wahlfreier Kost 
sowie bei Grundkost mit Zusatz von 4-, B- und C-Vitamin, 
sowie 7D und hD, gegeben in Form von Butterfett, Marmite 
und Citronensaft wurden die Zuwachskurven I und II erhalten, 
welche als Normalkurven zu betrachten sind. 

Innerhalb der individuellen Abweichungen parallel lauft 
die Zuwachskurve von 4 mannlichen Ratten, 163, 149b, 151b 
und 153b, welche mit der oben erwdhnten Grundkost und 
unter Zusatz von 50°/, neutralisiertem Citronensaft zum taglichen 
Trinkwasser, also bei starkem Uberschu8 von 4-Vitamin und 
gleichzeitigem starken Uberschu8 von C-Vitamin ernahrt wurden. 

Die entsprechenden Parallelversuche ohne Citronensaft, 
also Ernihrung ohne C-Vitamin, sind an den Ratten 175 und 
176 angestellt worden, wahrend bei 150b eine beschrinkte 
Zufuhr von C-Vitamin statthatte, welche bei normaler 4-Ein- 
nahme 2—5 mg Tran per Tag sich als ausreichend erwiesen hatte. 

Bei 6 Versuchstieren, von welchen 4 charakteristische 
Kurven in der Fig. 2 angegeben werden, zeigte sich bei 10°/, 
Citronensaft zum Trinkwasser (also unter normalen Verhilt- 
nissen mehr als ausreichender C-Zufuhr) wahrend etwa 90 
bis 100 Tagen ein ziemlich kriftiger Zuwachs, welcher aber 
hierauf in einen schnellen Abfall des Gewichts tiberging und 
durchweg mit dem Tod der Versuchstiere endete. 

Diese Falle sind unserer Ansicht nach einstweilen so zu 
deuten, daB bei groBem UberschuB von /D-Faktor die 
an sich ausreichende tagliche Dosis von C-Vitamin 
unzureichend wird. | 

Wir wollen aber nicht versiumen mitzuteilen, daB bei 
zwei Paaren von Parallelversuchen (Ratten 151 und 159 bzw. 
174 und 174b) bis zu einem Alter von 104—110 Tagen auch 


ohne Citronensaft ein kraftiger Zuwachs eintrat; der enorme 
10* 
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Uberschu8 von 7D machte sich hier makroskopisch nicht 
geltend; am 104. bzw. 111. Tage wurden die nicht mit Citronen- 
saft ernihrten Tiere getitet. Bei 174b kann dieses Resultat 
auf die doppelte Zufuhr von Marmite (AD + B) zuriickgefihrt 
werden, nicht aber beim Versuch 174. Auch bei Ratte 80 ist 
der auffallend starke Zuwachs bei Zufuhr von nur 5°/, Citronen- 
saft eingetreten, vermutlich infolge starker C-Speicherung. 

An den mit Tran iberfiitterten Ratten wurde durchweg 
eine postmortem-Untersuchung vorgenommen, die sich auf eine 
Untersuchung des Blutes, eine makroskopische Untersuchung 
der Eingeweide und eine Priifung der Briichigkeit) der Réhren- 
beine, sowie eine histologische Untersuchung der Zahne, der 
Epiphysengrenze sowie der Rippen erstreckte. Der eine von uns 
(H. v. E.) kommt hierauf an anderer Stelle ausfiihrlicher zuriick. 

Die Trantberfiitterung, bei welcher also die Menge ge- 
gebenes Fett die gleiche blieb wie bei den Normaltieren, wihrend 
der Bedarf an 7D um etwa das 1000fache iiberschritten wurde, 
hatte durchweg besonders starke Fettanlagerung zur Folge. 

Bei den ohne Citronensaft mit /D-Uberschu8 ernahrten 
Ratten trat in den Epiphysengrenzen eine deutliche Degene- 
ration der Osteoplasten auf, welche durch die Fig. A und B 
auf der Tafel If dargestellt wird. Wir verdanken die 
Mikrophotographien Fri. Signe Forsgren, Praparator an 
der histologischen Abteilung des K, Karolinischen Instituts 
(Direktor Prof. Higgquist). Fir die Herstellung der Schnitte 
sind wir Fri. Isabella Lovén (Path. Abt. Krankenhaus 
Sabbatsberg, Stockholm, Direktor: Prof. Hilding Bergstrand) 
zu Dank verpflichtet, Bei Uberschu8 von /D und reichlicher 
C-Zufuhr war Knochenbildung und Harte der Knochensubstanz 
durchaus normal. Fig. C der Tafel Il zeigt einen charakte- 
ristischen Molarquerschnitt der 47 Tage alten minnlichen 
Rattte 163 (s. hierzu Fig. 1); die Odontoplasten sind normal 
entwickelt; die Risse im Dentin sind bei den mit Tran iber- 
fitterten Tieren hiufig und stark. 


1) Hierbei kam ein demnichst zu beschreibender Apparat zur An- 
wendung, welchen Prof. Chr. Barthel und der eine von uns bei einer 
Studie tiber O-Vitamin der Milch beniitzten. 























Enzymatischer Abbau und Aufbau der Kohlehydrate. II. 


Von 


Hans v. Euler, Karl Myrbiick und Ragnar Nilsson. 
Mit 2 Figuren im Text, 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Steckholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1925.) 








I. Zuckerabbau durch getrocknete Ober- und Unterhefe 
bei p,, = 8,5. 

Das urspriingliche Ziel dieser Arbeit war eine Aufklarung 
der Phosphatwirkung auf die alkoholische Garung in dem 
Alkalinitatsgebiet, welches fiir den Zuckerabbau im Tierkérper 
in Betracht kommt. 

Die ersten Untersuchungen iiber die alkalische Girung 
aus diesem Laboratorium aus dem Jahr 1916 beziehen sich 
auf die gleiche Frage*)*); die Benutzung von frischer Hefe 
gestattete aber nicht, die gesamte Phosphatmenge in bekanntem 
Umfang zu variieren und es konnten deshalb nur empirische - 
Beziehungen gewonnen werden. Mehrere Jahre spiter hat 
dann der eine von uns mit 0. Svanberg‘) zuerst die Ge- 
schwindigkeit des Zuckerabbaues bei exakt gemessener Alkali- 
nitit eingehend untersucht, nachdem inzwischen Neuberg und 
seine Mitarbeiter*)5) in mehreren wichtigen Mitteilungen 





1) Euler u. Tholin, Diese Zs. Bd. 97, S. 269 (1916). 

*) Euler u. Hammarsten, Biochem. Zs. Bd. 76, 8. 314 (1916). 

8) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 105, 8. 187 (1919). 

*) Neuberg u. Farber, Biochem. Zs. Bd. 78, 8. 238 (1916). — 
Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Zs. Bd. 89, S. 865 (1918). 

*) Neuberg u. Hirsch, Biochem. Zs. Bd. 96, 8. 175 (1919) und 
Bd. 100, S. 304 (1919). 
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wesentlich neue Beitrige zum Giarungsverlauf in alkalischer 
Lésung {geliefert hatten, an welche sich die Aufstellung der 
sogenannten zweiten und dritten Vergirungsform anschloB. 

Die alkalische Girung tritt — mit der Modifikation, daB 
nur ein Teil des gespaltenen Zuckers als Alkohol + Kohlen- 
siure auftritt}) — mit allen von uns untersuchten 
frischen Kulturhefen, sowohl frischer Oberhefe als frischer 
Unterhefe, ein. Wendet man dagegen Trockenhefen an, so 
findet man eine sehr wesentliche Verschiedenheit zwischen 
den Hefen. Wahrend trockene Oberhefen bei p,, = 8 eine 
starke Girung hervorzurufen vermégen, ist unsere trockene 
Unterhefe H unter genau den gleichen Umstinden voll- 
kommen wirkungslos (Euler u. Svanberg). 

Bevor wir unsere Untersuchung mit Oberhefe 2 begannen, 
haben wir uns nochmals von ihrer Wirksamkeit in frischem 
Zustand bei p,, = 8 tiberzeugt. 

Methodik: 0,5 g Glucose in 10 ccm Wasser; dazu ver- 
schiedene Mengen Hefe. Die Konzentration der Hydroxylionen 
wurde durch Zutropfen von 2n-NaOQH wihrend der Garung 
konstant gehalten. Von Zeit zu Zeit wurden Proben von je 
1 ccm entnommen und in je 20 ccm Bertrandsche Kupfer- 
sulfatlésung einpipettiert. Nach Filtration und Waschen mit 
20 com Wasser wurde die Seignettesalz-Natronlauge zugegeben 
und der Zucker nach Bertrand bestimmt. 














Versuch frische Hefe H Pu 
1 3g 5 
2 3g 8 








Nach 5,5 Stunden fanden wir: 


im Versuch 1 0,10 g Zucker (Glucose), 
” ” 2 0,153g ” 


Die Garangsgeschwindigkeit erwies sich also in der alka- 
lischen Lisung p, =8 nur mit etwa 15°/, herabgesetzt. 





1) Neuberg u. Mitarb., a.a.0. — Siehe auch Euler, Diese Zs. 
Bd. 100, S. 69 (1917). 
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Diese Zahlen stimmen gut mit der von Euler und Heintze’) 
gegebenen Kurve iiberein. 


A. Trocken-Oberhefe RZ. 
1 g Trockenhefe. Indicator bei p, = 8: Naphtholphtalein. 

















Secchi g Zucker 
Vers. 3. py =6 | Vers. 4. py =8 . 
/, 0,398 | 0,416 
2 0,205 0,250 
4 0,08 0,106 
6 ~— 0,02 
- sie lest 








Wir finden, daB eine starke alkalische Garung ein- 
getreten ist. Die Geschwindigkeiten verhalten sich etwa wie 
100:80. Also wird diese Gairung ungefahr gleichstark gehemmt 
wie die der frischen Hefe. 


B. Trocken-Unterhefe H. 
Es wurden mehrere Versuche ausgefiihrt, sowohl bei 
Pp, = 8,5 als 8,0. In keinem Fall konnte indessen ein Ab- 
nehmen des Zuckers beobachtet werden. Als Beispiel fiihren 
wir folgende Versuchsreihe an. 
Versuch 5. 1g Trockenhefe H. 1g Na,HPO, NaOH zu py = 8. 














Stunden g Zucker 
0,49 
1 0,48 
29 0,48 
538 0,49 





Es stimmen diese Versuche sehr gut mit den Befunden 
von Euler und Svanberg, die vor 6 Jahren dasselbe Ver- 
halten der Hefe H fanden. Die Wirkungslosigkeit der Trocken- 
hefe H bei p,, >8 geht auch aus der p,-Kurve von Euler 
und Myrback hervor.?) 





1) Euler u. Heintze, Diese Zs. Bd. 108, S. 166 (1919). 
2) Diese Zs. Bd. 131, S. 185 (1928). 
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Die Phosphatwirkung. 


Alle Versuche sind mit Trockenhefe 2 ausgefihrt. 
Versuch 6. 1g Hefe. 10 ccm Wasser — 
” % lg y 10 ,, 2°, P 0,-Lisung sigs 
oo ee Pee ee <a 
» % 1g yy 10, 2% PO,Lésung _— 
Nach 3 Stunden fanden wir: 














in Versuch g Zucker 
6 0,238 
7 0,288 
~ 0,295 
9 0,318 





Das Phosphat tibt weder in neutraler noch in alkalischer 
Lésung eine nennenswerte Wirkung aus. 





Versuche 10—13 sind mit 3°/,igen Phosphatlésungen aus- 
gefihrt. Sonst sind sie den Versuchen 6—9 gleich. 
Nach 3 Stunden fanden wir in 














Versuch g Zucker 
10 0,16 
11 0,18 
12 0,24 
18 0,23 





Die Wirkung ist auch hier unbedeutend. 





Da die groBe Girungsgeschwindigkeit, die diese Hefe auch 
ohne Zusatz von PO,-Lisung erzeugt, damit zusammenhingt, 
da8 die Hefe selbst viel Phosphat enthalt, wurde versucht, 
das Phosphat der Trockenhefe auszuwaschen, um dadurch ein- 
deutigere Resultate zu bekommen. Die Hefe wurde mit der zehn- 
fachen Menge Wasser zweimal gewaschen und zentrifugiert: 


Versuch 14. 1g ausgewaschene Hefe. 10ccm Wasser P 
” 15. lg * » 0 Se PO. Pr = %. 
16. 1 1 WwW. 
? A ”? ? 0 ”? asser Py = 8,5, 


” 1%, 1g ” ” 10 ,, 2%, PO, 
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Zuckerbestimmungen ergaben: 























erernreire non nntere 
Veewnsh 
Zeit : 
| 14 15 16 17 
1 Stunde 40 Minuten 0,29 0,28 0,30 0,81 
‘ow: y 0,10 0,11 0,16 0,17 


Auch in diesen Versuchen ist die Einwirkung des zu- 
gesetzten Phosphates gering. Dies hingt damit zusammen, 
daB die Garungsgeschwindigkeit auch ohne PO,-Zusatz groB 
ist. Wir finden also, daB die Hefe ihr Phosphat durch Waschen 
nicht verliert. Es ist in diesem Zusammenhange bemerkens- 
wert, daB die Cozymase durch Waschen nicht aus Ober- 
hefen, aber leicht aus der Unterhefe H entfernt werden 
kann.) 

Hine Versuchsreihe, in welcher» das Auswaschen noch 
griindlicher vorgenommen wurde, ergab dasselbe Resultat. 

Bei der theoretischen Auswertung dieser Versuche ist 
noch einerseits das Verhalten der Phosphatese in alkalischer 
Lésung, und zwar mit und ohne Sauerstoff, zu beriicksichtigen ’), 
andererseits die Komplexbildung zwischen Hexosen und Phos- 
phat, tiber welche wir demnachst mehr berichten werden. 

Als Erginzung wurden Gérungsversuche mit denselben 
Mischungen (p,, = 6) angestellt, wobei die Geschwindigkeit 
durch Messung der entwickelten CO,-Volumina bestimmt wurde: 


Versuch 18. 1g Trockenhefe. 10 ccm Wasser. 
» 1% 1g pa 10 ,, 2°/, PO,-Lésung. 








Minuten 50 80 110 140 170 230 


























eem CO, 1 18,3 36,7 59,0 80,2 | 101,2 | 118,4 


Wir sehen aus der Figur 1, daB die Kohlensiureentwicklung 
kaum vom PO,-Zusatz beeinfluBt worden ist; der Anfang der 
Garung in Gegenwart von PO, ist etwas verzégert, aber die beiden 
Kurven laufen zwischen 50 und 180 Minuten annéhernd parallel. 


1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, 8. 33 (1921). 
*) Euler u. Nordlund, Diese Zs. Bd. 116, S. 229 (1921). 
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Entnehmen wir aus den vorigen Versuchen die Zeit der 
halben Vergirung'), so finden wir sowohl nach den Bertrand. 





7 
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200 Minuten 


Fig. 1. 


Bestimmungen (Versuch 14, 15) als nach der Kohlensiure- 
messung etwa 2 Stunden. 





II. Brenztraubensauregarung. 


1. H- und R-Hefe. (Trocken.) 10 ccm 0,01 n-Brenztraubensiure. 
Versuch 20. 0,5 g Trockenhefe H. 2%, KH,PO, py = 4.5. 


























» 21. 05g ” R. 2,, ” Pu = 4,5. 
Minuten 5 10 20 30 
20 1,8 3,0 5,6 7,5 

eem CQ, i : : 
21 3,0 4,0 6,5 8,4 


Die Brenztraubensaurespaltung ist mit beiden Trocken- 
hefen bei p,, = 4,5 sehr kraftig. 

Ks wurden nun Versuche bei verschiedenen Aciditaiten 
ausgefiihrt. (Die Aciditéit halt sich natiirlich nicht konstant, 





1) Vgl. Willstitter u. Steibelt, Diese Zs. Bd, 115, S. 211 und 
zwar S. 219 (1921). 
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denn beim Vergiren des Na-Salzes tritt NaOH auf.) Die 
Trockenhefe & wurde benutzt. Eine p,-Kurve der Brenz- 
traubensdiuregirung der Trockenhefe H findet sich bei Euler 
und 8. Karlsson.’) 


1g Hefe R. 
10 cem 0,01 n-Brenztraubensiiure. 
2°/, Phosphat. 
Versuch 22. py = 4,5 (steigt wihrend des Versuches bis 5,8). 
” 23. Po = 62( » ” ” ” » 5,5). 








Minuten 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 65 | 80 | 105] 135] 195 








90 f}5:8| 97] 10,6] 18,2] 14,5 | 16,4 | 17,8 | 18,8 | 20,8 | 28,6 
6,6 | 11,1] 18,3] 15,0] 16,3 | 18,1 | 18,8 | 19,3 | 20,3 | 23,1 
i S71 b81 —t 1Bt ~— Leal) — tis 


ecm CQ, | 
2,8| 6,5] 8,4] 9,6] 10,5] 12,0| 12,7] 13,3 | 14,3] 17,4 
































Wir finden, daB anfangs eine sehr schnelle Garung statt- 
findet. Wiahrend dieser Zeit wird die Brenztraubenséure ge- 
spalten. Danach beginnt eine schwache Kohlensaureentwicklung. | 
Diese riihrt, wie spiter gezeigt werden soll, von der Selbst- 
garung der Hefe her. 





Versuch 24. Frische Hefe H p,, = 8,5 (mit NaOH konstant 
gehalten). 

Nach 2,5 Stunden wurde die gebildete Kohlensiure mit 
HCl ausgetrieben und deren Volumen gemessen. Es wurden 
in zwei Parallelproben 3,8 com CO, erhalten. Dies entspricht 
einer Gérungsgeschwindigkeit, die nur etwa 8°/, der bei 
optimaler Aciditaét gemessenen betrigt. Wir finden also, daf 
die Brenztraubensdurespaltung durch Unterhefe H bei der 
Alkalinitat p, = 8,5 stark gehemmt worden ist, waihrend 
die Zuckerspaltung noch mit groBer Geschwindigkeit verlauft. 
(Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB bei p,, = 8,5 
keine Selbstgirung in Frage kommt.) 

Im allgemeinen ist, wie besonders die grundlegenden Ver- 





1) Euler u. Signe Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, 8S. 550 und 
zwar S. 554 (1922). 
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suche von Neuberg?) gezeigt- haben, die Carboxylase gegen 
Variationen der Garungsbedingungen unempfindlicher als der 
zur Hexosegirung erforderliche Zymasekomplex. Es liegt 
nahe anzunehmen, dab die Girungswege, welche Neuberg 
als 2. und 3. Vergirungsform bezeichnet, damit zusammen- 
haingen, dab die Carboxylase bei einer geringeren Alkalinitit 
gehemmt wird als die Zymase. 

Ein durchaus anderes Resultat liefern die Versuche mit 
frischer und trockener R-Hefe. 
Versuch 24. 10g frische R-Hefe. 10 cem 0,02 n-Pyrovinat. 30 ccm Wasser. 

» 25. 10g Trockenhefe R, sonst dieselbe Mischung. 

Nach 5,5 Stunden wurden aus Versuch 24 11 ccm CO, 
ausgetrieben, und aus Versuch 25 12,6 ccm. 

Die Spaltung durch frische Oberhefe # ist also auch 
beinahe aufgehoben. 


Versuch 26—27. 
Gleich den Versuchen 22—23, aber 0,006 n-Brenztraubensiure. 








Minuten 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100] 110 








= 6,8 | 9,7 [11,8] 12,6]13,1]13,6]14,1]14,4]14,9] 15,4 | 15,9 

5,7 | 9,2 |11,4]12,4]12,8]13,1]18,4]13,7]14,2] 14,7} 15,2 

8,3 | 5,6 | 6,9] 7,9] 8,4] 9,0] 9,3] 9,4] 9,9] 10,2] 10,7 

2,6 | 5,1] 6,2] 7,2] 7,8] 8,3] 8,6] 9,0] 9,5] 9,9] 10,4 
(Fortsetzung) 
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Minuten 120 | 130 | 140 | 150 | 170 | 195 | 220 | 250 | 270 | 20Std. 











as 16,1 | 16,5 | 16,8 | 17,4] 18,4] 18,8 | 19,6 | 20,8] 21,0] 24,9 
15,5 | 16,0 | 16,3 | 17,0] 18,0] 18,4] 19,2] 19,9 | 20,7| 24,1 
af 10,9 | 11,0 | 11,2 | 11,9] 12,5] 18,5] 14,2] 15,1] 16,2] 18,4 
10,8 | 10,8 | 11,2 | 11,8] 12,5] 18,5 | 14,2] 15,0] 16,2] 17,0 


ccm Co, 
































Wir finden also, daB die langsame ,,Nachgirung“ auf 
die Selbstgirung der Hefe zuriickzufiithren ist. Die 
Brenztraubenséiure wird wihrend der ersten 2 Stunden ver- 





*) Neuberg u. Karczag, Biochem. Zs. Bd. 86, S. 68 (1911). 














Versuch 28. Selbstgirung, dieselbe Mischung, aber keine 





























Brenztraubensiure. 
Stunden ecm CO, 
2 5,6; 9,4 
4 9,4; 9,1 
Bie 11,8; 11,1 
5,5 11,9; 11,9 
1,5 12,8; 12,8 
2a = 
aoe 
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Fig. 2. 
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goren, und zwar vollstindig, wenn nur dafiir gesorgt wird, 
daB die Alkalinitit der Lésung nicht zu hoch wird. 

10 ccm 0,006 n-Brenztraubenséure geben bei vollstandiger 
Zersetzung etwa 14 ccm CO, (trotz des Pufferzusatzes kann 
natiirlich ein wenig CO, in der Fliissigkeit zuriickgehalten 


werden). 


1g R, 10 cem 0,006 n-Brenztraubensiure. py, durch Zusatz von 


Phosphorsiiure = 3—4 (Methylorange). 





















































Minuten | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 65 | 75 | 90 | 105] 135 |155] 225) 255 
16122) —|84/891 4,7} — | — | — 100] —}—} — 
com CO,?] 0,8 | 1,5 | 2,1 | 2,6 | 3,0] 3,8 | 4,2 | 4,71 5,3] 6,6]—]9,5] 10,3 
0,8 | 1,5 | 2,0 | 2,6 | 8,2 | 3,9 | 4,3 | 4,9] 5,5 | 6,8] —]9,9| 11,2 


Pp nach der Girung 3,22. 
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Selbstgirung der Hefe & bei p,, 3—4. 


1g R, 10cem Wasser. py durch Zusatz von Phosphorsiiure = 3—4, 
































Minuten 25 70 100 140 240 
0,7 2,9 4,6 7,0 10,4 

eem co, 1 ’ ? ? ? ? 
| 0,7 8.4 5,1 1,8 10,9 


Px nach der Girung 3,37. 


Die Kurven der zwei letzten Versuchsreihen verlaufen 


parallel mit der Selbstgirungskurve in Fig. 2. 























Studien tiber bromiertes Keratin und Oxykeratin. 
2. Mitteilung. ) 


Von 


Dr. Zdenko Stary. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem med. chem. Institut der deutschen Universitat zu Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1925.) 








In unserer ersten Mitteilung’) iiber Léslichkeit und Ver- 
daulichkeit von Abbauprodukten der Albumoide wurde unter 
anderem gezeigt, da8 aus Keratinstoffen durch die Kinwir- 
kung von Brom in Hisessig oder von Wasserstoffsuperoxyd bei 
Gegenwart wiBriger verdiinnter Schwefelsiure Produkte ent- 
stehen, welche im Gegensatz zum Ausgangsmaterial durch 
Trypsin verdaulich sind. 

DaB bei vorsichtiger Oxydation aus verdaulichen Proteinen 
Produkte entstehen, die durch Pepsin leicht zu Peptonen ab- 
gebaut werden, nimmt nicht wunder. Solche Versuche zeigen, 
daB bei der Oxydation zu Oxyprotsulfonsiuren oder Oxyprotein 
(Eicasein Wursters), wobei verdauliche HiweiBkérper, z. B. 
Ovalbumin, Casein der Einwirkung von Permanganat bzw. Wasser- 
stoffsuperoxyd unterworfen waren, keine die Pepsinwirkung 
hemmenden Oxydationen oder Umlagerungen eingetreten sind. 
DaB auch eine Spaltung durch Trypsin eintritt, hat kiirzlich 
Edlbacher?) gezeigt, Hopkins und Pinkus*) haben schon 





1) Stary, Diese Zs. Bd. 136, S. 160 (1924). 
*) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 184, 8. 129 (1924). 
5) Hopkins u. Pinkus, Chem. Ber. Jahrg. 31, Bd. 2, S. 1811 (1898). 
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1898 gezeigt, dab Ovalbumin, welches bei Zimmertemperatur 
mit wiBrigem Brom behandelt worden war, durch Trypsin 
iuBerst schnell verdaut wird.?) 

Bei unseren Versuchen tritt dagegen die héchst auf- 
fallende Erscheinung ein, daB ein urspriinglich so gut wie un- 
verdauliches Material durch Trypsin leicht angreifbar wird. Es 
miissen also Bindungen durch die Eiwirkung dieser Reagenzien 
gelést worden sein, die vorher den Angriff des Trypsins unméglich 
gemacht haben. Daf8 es sich nicht um eine bloBe Hydrolyse 
handeln kann, geht schon daraus hervor, daB weder wiBrige 
Mineralsiuren, wie verdiinnte Salzsiure oder Schwefelsiure, 
noch Kisessig allein oder bei kombinierter Verwendung Lis- 
essig und Halogenwasserstoff aus Keratinsubstanzen Produkte 
entstehen lassen, welche in irgend erheblichem Mae durch 
Trypsin aufspaltbar sind. 

Bei mehreren Abbauprodukten von Keratinsubstanzen ist 
zwar schon friher eine Angreifbarkeit durch Verdauungs- 
fermente konstatiert worden, aber diese ist immer sehr gering 
gewesen. R. Bauer?) hat bei Atmidkeratin nur Spuren einer 
Trypsinverdaulichkeit konstatiert. ber die geringe Spalt- 
barkeit von Keratosen berichtet H. Langecker’), tiber die 
yon Substanzen, welche durch Erhitzen von Keratin auf 200° 
entstanden sind, Heiduschka und Komm.*) Jiingst fanden 
Herzog und Krahn‘), daB die durch Erhitzen von Schafwolle 
mit Phenol auf 180° dargestellten, unter Abspaltung von 
Ammoniak und Schwefelwasserstoff entstehenden Anhydride 
durch Trypsin verdaut werden. Inwieweit letztere Substanzen 
zum Vergleich herangezogen werden kénnen, muB wohl gegen- 
wirtig noch unentschieden bleiben. 

Bei der Fortsetzung unserer Versuche hat es sich ergeben, 
da8 wihrend die hydrolytischen Spaltprodukte von Keratin- 
substanzen eine starke ,,Carbonylreaktion“ geben, diejenigen Sub- 





1) Hopkins u. Pinkus, a. a. 0. 8. 1817. 

*) Bauer, Diese Zs. Bd. 35, S. 348 (1902). 

8) Langecker, Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921). 

*) Heiduschka u. Komm, Diese Zs. Bd. 126, 8. 180 (1928). 
‘) Herzog u, Krahn, Diese Zs. Bd. 184, S. 290 (1924). 
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stanzen, welche wir aus Keratin durch Brom und Kisessig oder 
durch Wasserstoffsuperoxyd in verdiinnter waBriger Schwefel- 
siure erhalten haben, keine oder héchstens eine ganz schwache 
Carbonylreaktion aufweisen. Die urspriinglich von Jaffé}) zam 
Nachweis von Kreatinin angegebene Pikrinséureprobe ist von 
Sasaki’), dann von Abderhalden und Komm®) zum Nachweis 
yon Aminosdureanhydriden empfohlen worden und scheint ein 
ausgezeichnetes Reagens auf —CO-haltige Ringe zu sein, ebenso 
wie die durch v. Bittd*) und Abderhalden') empfohlene 
Dinitrobenzolreaktion. 


Bei den von uns durch Einwirkung von Brom in Eis- 
essig und von Wasserstoffsuperoxyd in wiBriger Schwefelsiure 
— stets wurde bei Zimmertemperatur gearbeitet — erhaltenen 
Praparaten waren diese Carbonylreaktionen villig negativ, 
wenn hdhere Konzentrationen von Halogen oder Wasserstoff- 
superoxyd angewendet worden waren. In diesem Falle wiesen 
die Priparate auch die weitestgehende fermentative Spalt- 
barkeit auf. 


Wir glauben auch beobachtet zu haben, daB die Abbau- 
produkte der Keratine, sowohl Saure- wie Alkalikeratosen, 
die sich bei Verdauungsversuchen resistent erwiesen, eine 
starkere Carbonylreaktion gaben als das urspriingliche Keratin. 
Sollte diese Beobachtung sich als richtig erweisen, so kann 
doch kaum angenommen werden, daB es zu neuen Ring- 
bildungen in den Keratosen gegentiber dem Ausgangsmaterial 
gekommen ist; entweder wiirde die Carbonylreaktion in dem 
unléslichen Ausgangsmaterial verdeckt sein oder es kénnten 
Bindungen gelést sein, die das Zustandekommen der Carbonyl- 
reaktion erschweren. Es erscheint nicht ausgeschlossen, dab 
diese stark positiven Reaktionen auf die Aufhebung einzelner 





1) Jaffé, Diese Zs. Bd, 10, S. 399 (1886). 
3) Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 114, 8. 68 (1921). 
%) Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 139, 8S. 181 (1924); 
Bd, 140, 8. 99 (1924). 
4) Bittd, Zs. fiir analyt. Chem. Bd. 36, S. 369 (1897). 
5) Abderhalden u. Komnm, a. a. QO. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 11 
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Bindungen von Kohlehydrat- (Osamin-) Komplexen zuriick- 
zufihren sind.*) 

Anders verhalten sich aber verdauliche Eiweifkérper, die 
an sich meist eine geringfiigige Carbonylreaktion geben, wenn sie 
mit Wasser zur Herstellung von AtmideiweiB*) erhitzt werden. 
Diese durch eiweiBverdauende Enzyme schwer spaltbar ge- 
wordenen Atmidkérper geben eine weitaus stirkere Carbonyl- 
reaktion im Vergleich zu der des Ausgangsmaterials. Mit 
besonderer Intensitat geben die Carbonylreaktionen die Produkte, 
die, wie in der 1. Mitteilung beschrieben, durch Erhitzen von 
EiweiBkérpern (Haar, aber auch Casein) mit EKisessig auf hohe 
Temperatur entstehen. 

Demnach liegt die Annahme nahe, daB zwischen der 
Carbonylreaktion und der Resistenz gegen Trypsin eine Be- 
zichung besteht und daBf die kombinierte Einwirkung von 
Sauren mit Halogen oder Oxydationsmitteln, wie sie in der 
vorigen Mitteilung beschrieben wurde, eine Methode zur 
Spaltung von ringformigen, anhydridartigen Bindungen im 
EiweiBmolekil darstellt. Ob bei AtmideiweiB dieselben Ring- 
systeme sich bilden, wie sie in Skleroproteinen vorhanden 
sein mégen, ist nicht wahrscheinlich, zumindest noch nicht 
diskutierbar. 

Ringférmige, Brom verbrauchende Komplexe, welche bei 
der Hydrolyse derart aufgespalten werden, daB Brom nicht 
mehr mit den Spaltungsprodukten reagiert, haben fiir Gelatine 
und Glutin bereits im Jahre 1915 Siegfried und Reppin’) 
angenommen. Seit den Versuchen Troensegaards wird der 
Frage nach der Natur solcher Komplexe ein gro8es Interesse 
zugewendet. 

Wir haben uns bemiiht, als Beitrag zu diesen Fragen 
zuerst die Kinwirkung von Brom—Kisessig auf menschliches 
Haar genauer zu studieren und insbesondere die hierbei ent- 
stehenden groBmolekularen Reaktionsprodukte zu charakte- 
risieren. 





1) Bittd, a. a. QO. 
*) Neumeister, Zs. Biol. Bd. 26, 8. 57 (1890). 
5) Siegfried u. Reppin, Diese Zs. Bd. 95, §. 18 (1915). 
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Gegenitiber der Verwendung von Brom in wa Briger Lisung 
ist es vorteilhaft, Eisessig als Lésungsmittel des Broms bei 
diesen Reaktionen zu verwenden, da die oxydierende, von 
Schmierenbildung begleitete Wirkung des wiBrigen Broms auf 
Tyrosin und Histidin ausbleibt, auch Cystin nur wenig angegriffen 
wird.') Keratine gelten als tryptophanfrei, obzwar sie die Reaktion 
nach Adamkiewicz-Hopkins deutlich geben; der praparative 
Nachweis von Tryptophan ist aber bisher wegen der Unverdau- 
lichkeit des Keratins nicht gelungen.?) Immerhin diirfte die an- 
zunehmende Menge eines Indolkomplexes eine relativ geringe 
sein. Von bekannten Hiwei8bausteinen gibe bei dieser Ver- 
suchsanordnung im wesentlichen nur das Tyrosin sein bekanntes 
Substitutionsprodukt, wahrend Histidin nach 0. Herzog‘) nicht 
mit Brom—Eisessig reagiert. 

In zweiter Linie wurde, um die Beeinflussung durch Sub- 
stitution auszuschalten, auf Grund der in der 1. Mitteilung 
geschilderten Vorversuche die EKinwirkung von Wasserstofi- 
superoxyd in verdiinnter, waBriger Schwefelsiure auf mensch- 
liches Haar genauer studiert. 


I. Einwirkung von Brom—Eisessig auf menschliches Haar. 


Haarabfille wurden durch Waschen mit verdiinnter Soda- 
lésung und Wasser gereinigt, bei Zimmertemperatur getrocknet 
und mit Ather erschépfend extrahiert. Je 120g des so ge- 
reinigten Haars wurden mit einer Auflésung von 120g Brom 
in 1 Liter Hisessig durch 3 Wochen bei Zimmertemperatur an 
einem dunklen Orte stehen gelassen. Nach dieser Zeit hatte 
sich das Haar am Boden des GefaiSes zu dunkel gefarbten 
Klumpen zusammengeballt. Die iiberstehende Lisung war 
vollkommen klar, sie wurde durch AbgieBen entfernt, der 
Niederschlag wurde mit Eisessig, worin er allerdings nicht 





1) Zeynek, Diese Zs. Bd. 114, 8. 275 (1921). 

*) Nach unlingst mitgeteilten Versuchen soll der Tryptophangehalt 
des Haars jedoch 1,611°/, betragen [U.Sammartino, Biochem. Zs. 
Bd. 183, S. 476 (1922)]. . 
®) Herzog, Diese Zs. Bd. 37, 8. 248 (1902). 
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ganz unléslich ist, ausgewaschen. Wir bezeichnen im folgenden 
den Niederschlag mit 4, die Liésung mit B. 

Die Lésung 8, die noch viel freies Brom enthilt, tribt 
sich beim Zusatz von Wasser und 1la8t nach stirkerer Ver- 
diinnung (doppeltes Volumen Wasser) einen amorphen, flockigen 
Niederschlag ausfallen, der sich in verdiinntem Alkali leicht 
lést, beim Ans&uern wieder ausfallt. Auch durch Aussalzen 
ist aus der alkalischen oder neutralen Lésung diese Substanz 
ausfallbar, Aus neutraler Liésung diffundiert sie nicht durch 
Kollodiummembranen oder Pergamentpapier. Es mu8 dem- 
nach ein noch hochmolekulares Abbauprodukt des Haarkeratins 
in Lésung gegangen sein. Der Niederschlag wurde aus einer 
Probe abfiltriert und mit 2 n-Essigsiure ausgewaschen. 

Um die Wirkung des iiberschiissigen Broms nach Wasser- 
zusatz auszuschlieBen, haben wir nach dieser ersten Erfahrung 
spiter durch Vakuumdestillation das freie Brom und etwa zwei 
Drittel des Hisessigs entfernt, mit dem Riickstand die analoge 
Fallung mit Wasser vorgenommen. Doch haftete noch immer 
Brom hartnickig an dem Niederschlage, erst nach wieder- 
holtem Waschen unter Durchriihren mit 2n-Essigsiure ging 
der Bromgeruch des Niederschlages allmihlich verloren. 

Ebenso war aus dem Niederschlag 4 das haftende, iiber- 
schiissige Brom durch Auswaschen nur sehr schwierig zu ent- 
fernen. Was diese perbromidartige Bindung von Brom an- 
belangt, die auch bei anderen EKiweiBkérpern eintritt, sei auf 
die gleichartige Mitteilung von Hermann Pauly?) iiber 
Jodierung von EKiweiBkérpern verwiesen. Vielleicht haften die 
Halogene besonders hartnackig an Keratinsubstanzen; es ist 
bekannt, wie lange an den Haaren nach dem Arbeiten mit 
Brom und Chlor der Geruch dieser Halogene haften bleibt. 
Aloy und Rabaut?*) haben beobachtet, daB Tyrosin in wiB- 
riger Lésung zur Bildung von Perbromiden neigt, Neuberg 
und Popowsky’) berichten tiber ein Perbromid des Tryptophans. 

Der Niederschlag 4 wurde durch wiederholtes Verrthren 





1} Hermann Pauly, Diese Zs. Bd. 76, 8. 291 (1911). 
*) Aloy u. Rabaut, Bull. Soc. chim. France Bd. 3, S. 891 (1908). 
*) Neuberg u. Popowsky, Biochem. Zs, Bd. 2, S. 857 (1907). 
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und Waschen mit 2n-Essigsiure so weit vom retinierten Brom 
befreit, daB nicht mehr befiirchtet werden mufte, bei Zusatz 
von Sodalésung einen merklichen Stickstoffverlust zu erleiden. 
Es sei bemerkt, daB es uns nicht gelang, auf weniger 
umstindliche Weise, auch nicht im Vakuum bei erhdhter 
Temperatur, den Bromgeruch der Priparate wegzubekommen; 
auch nach stundenlangem Trocknen hatte der Bromgeruch an 
Intensitat nur wenig eingebiiBt. Reduktionsmittel wollten wir 
nicht anwenden, um nicht auch locker gebundenes Brom zu 
eliminieren. 

Der nach langem Waschen kaum mehr nach Brom 
riechende, auch in seiner Farbe verinderte Niederschlag 4 
wurde mit 2n-Sodalésung verriihrt. Dabei léste er sich bis 
auf einen kleinen Rest auf, von welchem abfiltriert wurde. 
Die klare Lésung wurde durch Ansiuern mit Essigsiure 
gefallt und abgesaugt. Die Filtrate der Fallung gaben beim 
Sattigen mit Ammonsulfat keine Triibung, dagegen enthielten 
sie gréBere Mengen von Bromwasserstoff. Lésen und Fallen 
wurde wiederholt, bis schlieBlich das Filtrat nur mehr Spuren 
von Bromwasserstoff enthielt. Dieses Verhalten weist zwingend 
darauf hin, da8 das urspriingliche Produkt reicher war an 
gebundenem Brom und daB eine betrachtliche Abspaltung von 
gebundenem Brom durch das Umfiallen eintritt. 

Analoge Beobachtungen haben wir auch bei den anderen 
derartigen Darstellungen gemacht und es mag darauf hin- 
gewiesen werden, daB auch schon Hopkins und Pinkus 
beim Lésen ihres bromierten Ovalbumins in Sodalisung ein 
bromarmeres Produkt erhalten haben. Jedenfalls wird es 
schwer halten, nur das Perbromidbrom zu entfernen, ohne 
auch locker gebundenes Brom wegzunehmen. Hopkins und 
Pinkus, die sich die Alkoholléslichkeit ihres bromierten 
Ovalbumin zunutze machen konnten, haben durch die Alkohol- 
wirkung eine wesentliche Veriinderung ihres Praparates — 
Abspaltbarkeit von Ammoniak -— konstatiert. Wir haben 
daher gegenwirtig darauf verzichtet, an Brom miéglichst an- 
gereicherte Priparate zu gewinnen. 

Unser in der beschriebenen Weise umgefalltes und mit 
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verdiinnter Essigsiure gut gewaschenes Praparat wurde ab. 
gesaugt, zunichst an der Luft, dann im Hochvakuum iber 
Phosphorpentoxyd bei Zimmertemperatur getrocknet. Hierbei 
war aber keine Gewichtskonstanz zu erreichen, diese wurde 
erst durch Trocknen im Vakuum bei 100° erzielt. 

_ Durch dieses energische Trocknen erleidet allerdings die 
Léslichkeit des Praparates eine deutliche EinbuBe. Wahrend 
das gereinigte Bromprodukt im kalten Eisessig nicht un- 
betrachtlich léslich ist, ist das getrocknete Priparat in kaltem 
Kisessig fast unléslich, Wird es aber nochmals in wenig 
Alkali gelést, worin es sich auch schwieriger als das frisch 
gefallte Priparat, aber doch vollkommen lést, und mit ver- 
diinnter Saure gefallt, hat es seine Lislichkeit in Eisessig 
wieder erlangt. Alkohol list das Priparat nicht auf, nach 
reichlichem Zusatz von starken Sauren tritt aber beim Kochen 
Lésung ein. Ammoniakalischer Alkohol lést dagegen das 
Praparat schon in der Kilte. 

Diese Erfahrungen lieBen uns vermuten, da durch das 
andauernde Erhitzen auf 100° méglicherweise Anhydridbildung 
unter Ringschliissen eingetreten sein kénnte, so wie Abder- | 
halden und Komm sogar durch andauerndes Kochen mit | 
Wasser aus Glycylglycin Glycinanhydrid darstellen konnten. 
Doch gaben auch die getrockneten Praparate keine Carbonyl- 
reaktion. In speziell darauf gerichteten Versuchen wurde 
konstatiert, daB auch nach tagelangem Erhitzen im Vakuum- 
trockenschrank auf 100° niemals die Pikrinsaurereaktion auftrat, 
nachdem sie durch die Behandlung mit Bromeisessig einma! 
verloren gegangen war. 

Ks sei gestattet, hier einzuschalten, daB die durch Wasser- 
stoffsuperoxyd und Siiure gewonnenen Oxykeratine die ver- 
schwundene Carbonylreaktion beim Trocknen ebensowenig wieder- 
erlangten. | 

Die Farbanderung, die Habermann und Ehrenfeld’) 
beim Trocknen ihrer gechlorten Caseine festgestellt haben, war 
bei unseren Praparaten nicht zu beobachten, die Léslichkeits- 





1) Habermann u. Ehrenfeld, Diese Zs. Bd. 32, S. 467 (1901). 
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differenzen zwischen den frisch gefallten und den getrockneten 
Praparaten der beiden Autoren zeigen einige Analogie mit 
unseren Beobachtungen. 

Das von uns so gewonnene Praparat ist ein gravbreuaee 
Pulver von etwas fadem, durchaus nicht bitterem Geschmack, 
es gibt eine positive Biuretreaktion, eine positive Schwefel- 
bleireaktion, und besonders schén die «-Naphtholreaktion nach 
Molisch. Die Reaktionen von Millon und von Adamkiewicz- 
Hopkins waren negativ, dagegen war die Xanthoprotein- 
probe positiv. Vollkommen negativ war auch die Bittdsche 
Reaktion sowie die Dinitrobenzol- und die Pikrinsiurereaktion 
nach Sasaki-Abderhalden. Beim Erhitzen mit Ninhydrin 
trat sehr rasch eine intensive Blaufirbung ein. Zu den 
folgenden Bestimmungen wurden von zwei Darstellungen her- 
rihrende Proben, die im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 
100° zur Gewichtskonstanz getrocknet waren, verwendet. 

Zur Brombestimmung wurde die Substanz nach der Kalk- 
methode verascht, das Brom nach Volhard titriert. 

0,18245 g Substanz verbrauchen 1,17 ecm n/10-AgNO,, entspr. 

9,351 mg Brom oder 5,142°/,. 


0,30215 g¢ Substanz verbrauchen 1,95 cem n/10-AgNO,, entspr. 
15,59 mg Brom oder 5,16°/,. 


Diese Bromwerte sind wesentlich héher, als der Bindung 
an Tyrosin allein entspriche. Bei einem Tyrosingehalt der 
Haare von 3,3°/, wiirde sich ein Bromgehalt von 2,9°/, ergeben. 

Nach kurzer Behandlung mit waBriger schwefliger Saure 
erhielten wir ein Praparat mit 4,8°/, Bromgehalt. Zum Vergleich 
wurde auch ein Bromkeratin, das nur einmal in Soda gelést 
und mit Essigsiure gefallt worden war, auf den Bromgehalt 
untersucht; gefunden wurden 5,6°/, Brom. Letztere beiden 
Praparate unterschieden sich in ihren qualitativen Reaktionen 
durchaus nicht von dem bisher beschriebenen Priparat. Das 
in unseren Priparaten gefundene Brom kann wohl als recht 
fest gebunden bezeichnet werden. 

Gegen wiibrige schweflige Siure ist Dibromtyrosin nicht vollkommen 


resistent, immerhin ist die Bromwasserstoffabspaltung auch nach mehreren 
Stunden eine nur geringe. Es schien uns von Interesse festzustellen, 
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wie weit die Bromabspaltung, die wir bei wiederholtem Umfallen unserer 
Priparate beobachten konnten, etwa auf Kosten des Dibromtyrosins 
erfolgen kénnte. Proben eines reinen Priparates von Dibromtyrosin 
gaben beim Stehen in 2n-H,SO, 0,7°/,, beim Stehen mit 2n-NaOH 
2,3°/,, mit 2n-Na,CO, 2,1°/, ihres Gesamtbroms (100°/,) in den ersten 
24 Stunden ab: | 

Die Elementaranalyse unseres zur Gewichtskonstanz ge- 
trockneten Priparates ergab folgende Werte: 

0,7880 g gaben 1,329 g CO, und 0,4555 g H,O, entspr. 46,29°/, C 
und 6,51°/, H. 

0,4870 g gaben 0,7491 g CO, und 0,2647 g H,O, entspr. 46,75°/, C 
und 6,778°/, H. 

Stickstoffbestimmung (nach Kjeldahl): 


0,0408 g verbrauchen 3,93 ccm n/10-HCl, entspr. 13,49°/, N. 
0,07499 g ms 7,27 com n/10-HCl, ,, 18,58°/, N. 
Schwefelbestimmung (nach Asboth): 


0,0761 g Substanz gaben 18,1 mg BaSO,, entspr. 2,486 mg §, 
3,267°/, Schwefel. 

0,0850 g Substanz gaben 7,38 mg BaSO,, entspr. 1,014 mg S, 
2,85°/, Schwefel. 

Diese Werte entsprechen einer Elementarzusammen- 
setzung von 


46,599/, C 6,649, H 18,589, N 38,0589, S 25,19 O 
Berechnet auf bromfreie Substanz: 
49,10% C 7,00, H 14,26% N  3,22%,S  26,45%/, O 
Vergleichsweise untersuchten wir auch die Elementar- 
zusammensetzung unseres Ausgangsmaterials. Mischhaarproben 
von menschlichem Haar wurden in der oben beschriebenen 


Weise analog wie das ftir die Bromierungsversuche angewendete 
gereinigt und im Vakuum bei 100° getrocknet. 


Verschiedens Haarproben ergaben: 




















C H N 
50,83 6,88 16,8 
50,88 6,57 16,24 
49,73 6,657 16,25 
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Mit den Werten von Scherer), v. Laer’), Kithne- 
Chittenden*) und Horbaczewski‘) zeigen diese Werte Uber- 
einstimmung. 


Scherer (Menschenhaar). . . . . . 50,659/,C 6,7 °/,H 17,94°/,N 
y. Laer x . . . 50,65%/,C 6,879/,H 17,14%,N 
Kihne u. Chittenden Setiatiuaua 49,45°/,C 6,52°/,H 16,819, N 
Horbaczewski (Menschenhaar) . . . 51,16°/,C 1,22°/,H oe 

Sammartino’) . _ _ 17,39/, N 


Dagegen erhielten eiartons und Hawk®) wesentlich 
niedrigere Werte und zwar fiir Kaukasierhaar 44,99°/, ©, 
6,44°/, H und 15,19°/, N. Méglicherweise sind diese Diffe- 
renzen auf die weitgehende Vorbehandlung durch Verdauen 
mit Pepsin und Trypsin und Auskochen mit Alkohol, wie sie 
die letzteren Autoren angewendet haben, zuriickzufihren. 
Jedenfalls kénnen ihre Werte zum Vergleich mit unseren 
Ergebnissen nicht herangezogen werden. 

Zur Bestimmung der freien Aminogruppen nach v. Slyke 
wurde das nicht erhitzte, nur lufttrockene Priparat verwendet. 
Ks wurde eine etwa 1,3°/,ige Lésung desselben in n/10-Lauge 
bereitet. Der Stickstoffgehalt, bestimmt in 5 ccm der Lésung, 
betrug 0,1748°/. Nach dem Verfahren von v. Slyke ent- 
wickeln in 30 Minuten: 

5,55 cem bei 22° u. 745 mm Druck 1,311 N,, entspr. 7,46°/, NH,N. 

4,60 cem , 22°u. 745mm  ,, 1,087 N,, ,, 17,12°/, NHN. 

Die Stickstoffverteilung wurde nach dem von Osborne 
und Harris’) angegebenen Verfahren ermittelt. Nach dem 
Vorschlage von Giimbel wurde der Amidstickstoff (Ammonium- 
stickstoff) durch Ubersittigung der Lésung mit Magnesia und 
Vakuumdestillation bei 40° in vorgelegte n/10-Saure bestimmt. 
Der hierbei zuriickbleibende, unlésliche Riickstand wurde sorg- 





') Scherer, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 40, S..60 (1842). 

*) vy. Laer, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 45, S. 147 (1843). 

*) Kiihne-Chittenden, Zs. Biol. Bd. 26, 8. 304 (1890). 

*) Horbaczewski, Sitzungsber. d. Wiener Akad. Bd. 80, II. Abt., 
S. 101 (1879). 

5) Sammartino, Biochem. Zs. Bd. 138, 8. 476 (1922). 

*) Rutherford u. Hawk, Amer. Jl. Biochem. Bd. 8, 8. 459 (1907). 
7) Osborne u. Harris, Jl. Americ. Chem. Soc. Bd. 25, S. 228 (1903). 
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faltig gewaschen und hierauf nach Kjeldahl aufgeschlossen. 
Die Dauer der Hydrolyse betrug 10—12 Stunden, die Biuret- 
reaktion war hierauf vollkommen negativ. Die Fallung 
der Diaminoséuren geschah mit einer 20°/,igen Phosphor- 
wolframsiurelésung. Der Niederschlag wurde mit einer 2,5°/, 
Phosphorwolframsiure enthaltenden, 5°/,igen Schwefelsiure 
wiederholt vom Filter gespiilt, heftig in einem Pulverglas 
durchgeschiittelt und wieder aufs Filter gebracht. Vorversuche 
haben ergeben, daS Dibromtyrosin in den in Betracht 
kommenden Konzentrationen von der verwendeten Phosphor- 
wolframsiure nicht mitgefallt wurde. (Phosphorwolframsaure in 
starkerer Konzentration fallt dagegen das Dibromtyrosin, der 
Niederschlag lést sich beim Verdiinnen aber sofort voll- 
stindig auf.) | 


Erhalten wurden folgende Werte fiir die Stickstofi- 
verteilung, bezogen auf 100 Teile Gesamtstickstoff: 




















Amid ; ee : ‘ 
Humin Diamino stin ' Monoamino 
(Ammoniak) Cy } 
N N N N N (Differenz) 
8,18 3,80 17,98 710,04 
8,04 3,70 17,78 10,53 











Herr cand. med. Ingomar Andratschke, Demonstrator 
des Instituts, hatte die Freundlichkeit, die Stickstoffverteilung 
des Ausgangsmaterials, des gereinigten Menschenhaars, in der 
gleichen Weise zu bestimmen und gestattet die Mitteilung 
seiner Ergebnisse an dieser Stelle.*) Das gereinigte Haar ent- 
halt auf 100 Teile Gesamtstickstoff: 





1) Cystin wird von der hier verwendeten Phosphorwolframsiure 
(Kahlbaum) unter den Versuchsbedingungen quantitativ gefillt. Der 
Wert fiir das Cystin N ist unter Zugrundelegung eines Cystingehaltes 
des menschlichen Haars von 14°, (v. Buchtala) berechnet. 

*) U. Sammartino hat kiirzlich [Biochem. Zs. Bd. 133, S. 481 
(1922)] bei 40stiindiger Hydrolyse von Haaren mit 20°/,iger Salzsaure 
etwa 11°/, NH,-N, 3,5°/, Humin-N gefunden. 
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t- Amid ;, | 

HW Diami : 
. ibacianatels umin iamino Cystin Monoamino 
. 2 N N N N N (Differenz) 
lo 7,93 2,02 18,11 10,08 61,91 














Beim Vergleich dieser Zahlen fallt auf, daB der Amid- ‘| 
stickstoff fast’ unverandert ist, der Huminstickstoff nur eine ae 


t relativ geringe Zunahme erfahren hat. Die wesentlichen 
. [8 Differenzen finden sich in der Zunahme des Monoamino- 
, | stickstoffs, wohl hauptsa&chlich auf Kosten des Cystinstickstoffs 


und vielleicht auch des Diaminostickstoffs. 
Vergleichweise seien die von Giimbel?) fiir Keratin (Horn) 
erhaltenen Werte hier angefiihrt, berechnet auf 100 Teile N. 











me PLS eee NMR! SR me oh a ge Seen ah oe 
eat ha oe ae od Pe Se ieee on 
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—. ak) Humin Diamino | Monoamino aa 
N N N N ad 
2,16 2,57 18,04 72,23 | 











Wahrend in der ersten Mitteilung nur auf die weitgehende 
Verdaulichkeit der Praparate hingewiesen wurde, haben wir 
diesmal die Trypsinspaltung quantitativ verfolgt. Wir sind 
dabei von wiederholt umgefallten und bei 100° zur Gewichts- 
konstanz getrockneten Praparaten ausgegangen, um ein fir 
allemal .brauchbare Vergleichswerte zu haben. Doch halten 
wir dafiir, dab das ungereinigte Material, tiber welches unsere 
letzte Mitteilung berichtet, von Trypsin noch rascher an- 
gegriffen wird, als die umgefallten und getrockneten Priparate. 

Es wurde einerseits in der Verdauungslésung zu bestimmten 
Zeiten die Menge des mit Phosphorwolframsiure fallbaren 
Stickstoffs, andererseits die Menge des mit Natriumsulfat aus- 
salzbaren Stickstoffs bestimmt. Zugleich wurden immer Kontroll- 
versuche ohne wirksames Trypsin ausgeftihrt. Die Versuche 
zeigten eine sehr rasche Abnahme des ,,aussalzbaren“ Stick- 
stofis wihrend der Trypsinwirkung, aber auch eine deutliche, 








1) Gimbel, Hofmeisters Beitr. Bd. V, 8. 310 (1904). 
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wenn auch weit weniger starke Abnahme des ,,aussalzbaren“ 
Stickstoffs in der Kontrollprobe. Dies bedeutet, daB schon 
n/10-Sodalésung allein eine Hydrolyse bewirkt, daB also das 
Haar seine weitgehende Resistenz gegen schwache Alkalien 
sowohl, wie gegen fermentative Angriffe durch die Behandlung 
mit Brom-Eisessig eingebiiBt hat. 

Es ist nicht unwahrscheinlich, da8 durch die Bestimmung 
des mit Natriumsulfat aussalzbaren Stickstoffs eine allgemein 
brauchbare Methode zur Feststellung einer nur geringgradigen 
Hydrolyse auszuarbeiten wire. 

Verwendet wurde eine 2°/,ige Trypsinlésung (Merck) in 
n/10-Natriumcarbonat, der Leerversuch wurde mit der gleichen 
Trypsinlésung, nachdem sie einige Zeit (15 Minuten) auf 100° 
im Wasserbad erhitzt worden war, angesetzt. Die Verdauung 
ging im geschlossenen Kolben, nach Zusatz von Toluol bei 
30° vor sich. 

Zur Bestimmung des mit Phosphorwolframsaure fallbaren 
Stickstoffs wurde je 1 ccm der Verdauungslésung und der 
Kontrolle mit je 2ccm einer 20°/, igen Phosphorwolframsiure- 
lésung in 2n-Salzsiure versetzt, auf N-freies Papier filtriert 
und mit 10 ccm 2,5°/,iger Phosphorwolframsiure in 2 n-Siure 
nachgewaschen. Das Filter wurde getrocknet und nach 
Kjeldahl verarbeitet. 

Zur Bestimmung des durch Sattigung der Lésung mit 
Natriumsulfat aussalzbaren Stickstoffs wurde je 1 ccm der 
Verdauungslésung und der Kontrolle mit je 2 ccm einer ge- 
sattigten Natriumsulfatlésung in 2 n-Essigséure und mit einigen 
Krystillchen Natriumsulfat versetzt; nach einigen Minuten 
wurde der Niederschlag abfiltriert und mit je 20 ccm der 
essigsauren gesattigten Salzlésung gewaschen. Im Filtrate 
dieser Faliungen wurde iibrigens nach Sattigen mit (NH 280, 
niemals Auftreten einer Triibung beohachtet. 

Die Resultate der Verdauungsversuche geben die folgende 
Zusammenstellung: 


Kontrolle: Trypsinversuch: 
0,4968 g, entspr. 53,22 mg N in 0,3329 g, entspr. 44,94mg N 
20 cem gekochter Trypsinlésung. in 20ccm Trypsinlésung. 
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Je 1 cem der Verdauungslisung enthielt: 


3:954 mg N (verbr. 2,822 cem 
n/10-HC)). 


Phosphorwolframsiurefillungen : 


Nach 4 Stunden: 
 Verbr. 2,588 cem n/10-HCl 
8,626 mg N 
91,7°/, des Gesamt-N, 
Nach 24 Stunden: 
Verbr. 2,464 ccm n/10-HCl 
3,452 mg N 
87,3 °/, des Gesamt-N. 
3 Nach 3 Tagen: 
Verbr. 2,469 ccm n/10-HCl 
8,459 mg N 
87,3 °/, des Gesamt-N. 
Nach 6 Tagen: 
Verbr. 2,441 cem n/10-HCl 
3,49mg N 
86,5 °/, des Gesamt-N. 
Nach 13 Tagen: 
Verbr. 2,224 cem n/10-HCl 
3,115 mg N 


78,81 °/, des Gesamt-N. 


Kontrolle: 


2,723 mg N (verbr. 1,944 ecm 


n/10-HC)). 


Verbr. 1,52 cem n/10-HCl 
2,18 mg N 
78,2 °%/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,811 eem n/10-HCl 
1,186 mg N 
41,72°/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,7976 cem n/10-HCl 
1,117 mg N 
41,03 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,778 cem n/10-HCl 
1,09 mg N 
40,02 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,774 cem n/10-HCl 
1,084 mg N 
39,8 °/, des Gesamt-N. 


Trypsinversuch: 


Mit Natriumsulfat aussalzbare Fraktion: 


Nach 4 Stunden: 
Verbr. 2,475 cem n/10-HCl 
3,468 mg N 
87,7 °/, des Gesamt-N. 
Nach 24 Stunden: 
- Verbr. 2,407 ecm n/10-HCl 
3,372 mg N 
85,3 °/, des Gesamt-N. 
Nach 8 Tagen: 
Verbr. 2,013 cem n/10-HCl 
2,82 mg N 


71,33 °/, des Gesamt-N. 


Nach 6 Tagen: 
Verbr. 1,848 cem n/10-HCl 
2,589 mg N 


65,49 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 1,425 cem n/10-HCl 
2,00 mg N 
7,88 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,752 eem n/10-HCl 
1,054 mg N 
38,7 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,5 cem n/10-HCl 
0,7005 mg N 
25,72°/, des Gesamt-N, 


Verbr. 0,3 cem n/10-HCl 
0,4208 mg N 
15,43 °/, des Gesamt-N. 
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Nach 13 Tagen: 
Verbr. 1,865 cem n/10-HCl Verbr. 0,222 cem n/10-HCi 
1,912 mg N 0,311 mg N 
48,37°/, des Gesamt-N. 11,42°/, des Gesamt-N. 


In der Verdauungslésung kommt, wie aus den Hinwagen 
und aus der Bestimmung des Gesamtstickstoffs der Lisung 
erhellt, neben dem Stickstoff des Bromkeratins der Stickstoff 
des Trypsinpraparates kaum in Betracht, es wurde fir ihn 
keine Korrektur angebracht. | : 

Zur Erliuterung dieser Werte sei beigefiigt: bei totaler 
Hydrolyse wiirde der Ammoniak- und der Diamino- (Cystin-) 
Stickstoff mit Phosphorwolframsaure fallbar bleiben. Wie die 
Vorversuche gezeigt haben, wird Bromtyrosin bei unserer Ver- 
suchsanordnung nicht gefallt. Es bleiben demnach fallbar: 
Amidstickstoff (8,1 °/,), Diaminostickstoff + Cystinstickstoff 
(17,8°/,). Demnach sind nach der Verdauung héchstens 14°/, 
des Gesamtstickstoffes vom Bodenkérper 4 in gréBeren Kom- 
plexen erhalten geblieben. Dieser Grad der Spaltbarkeit ist 
etwa der des Caseins. Nach Cohnheim’) laBt Trypsin nur 
einen kleinen Teil des Caseins, héchstens 15°/,, ungespalten. 

In der letzten Periode unseres Verdauungsversuches haben 
wir auch die Menge des freien Aminostickstoffs in der Trypsin- 
lésung und in der Kontrolle bestimmt. Am 6, und am 13. Tage 
unseres Versuches wurden den beiden Lésungen je 2 ccm ent- 
nommen, aufs 5fache verdiinnt und gemessene Mengen in den 
Apparat nach van Slyke eingebracht. 


Leerversuch: 
Am 6. Tag: 


7,8ccm entwickeln 1,9ccm N, (20° C und 745mm Hg), entspr. 


14,47 °/, des Gesamt-N. 
Am 13. Tag: 


9,0 cem entwickeln 1,9 com N, (22° C und 745 mm Hg), entspr. 
14,74 °/, des Gesamt-N. 


Verdauungsversuch: 
Am 6 Tag: 


9,2 com entwickeln 4,7 com N, (20°C und 475 mm Hg), entspr. 
52,84 °/, des Gesamt-N. 





1) Cohnheim, Chemie der EiweiBkérper, 3. Aufl., S. 281 (1911). 
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Am 13. Tag: 
9,5 cem entwickeln 5,2 cem N, (22°C und 145 mm He), entspr. 
55,47 °/, des Gesamt-N. 


Wenn auch die Anfangswerte fiir den Aminostickstoff der 
peiden Lésungen nicht vorliegen, so zeigen doch diese End- 
resultate deutlich, wie weitgehend unser Praparat dem fermen- 
tativen Abbau zuginglich ist, und zwar unter Lésung von 
-Bindungen an dem Aminostickstoff. 

Die Liésung B gab beim Verdiinnen mit Wasser einen 
hochmolekularen Niederschlag. In einer Probe wurde ge- 
trachtet, die Mengenverhiltnisse der Reaktionsprodukte un- 
gefahr festzustellen. Dazu wurden 400 g Haar mit 2 Liter 
einer Mischung von 400 g Brom in Hisessig iibergossen, und 
unter wiederholtem Umriihren bei Zimmertemperatur durch 
25 Tage sich selber iiberlassen. 

Nach 25 Tagen wurde der Bodenkérper 4 von der Lisung 
getrennt. Vorerst suchten wir nach abgespaltenem Ammoniak. 
10 ccm der Lésung wurden im Vakuum bei 40° unter Zusatz 
von Magnesiumoxyd im Uberschu8 destilliert. Um das auBerst 
heftige Schiumen zu unterdriicken, wurden 100 ccm Aikohol 
zugesetzt. Vorgelegt wurden 100 ccm n/10-Saure. Verbraucht 
0,03 com n/10-Saiure, entsprechend 10,1 mg NH, fir die Ge- 
samtfliissigkeit. 

Bei dieser Bestimmung konnte der Einwand gemacht 
werden, daB Ammoniak wihrend der Neutralisation als freier 
Stickstoff entwichen sei. Es wurde daher eine neue Probe 
von 100 ccm durch Vakuumdestillation von der Hauptmenge 
des freien Broms befreit, dann wurde mit Sodalésung im 
Uberschu8 versetzt und durch 2 Stunden bei 40° ammoniak- 
freie Luft durchgesaugt. Vorgelegt wurden 2 ccm n/10- 
Séure. Verbraucht wurde im Mittel aus zwei gut stim- 
menden Versuchen 0,83 com n/10-Séure. Fir die Gesamt- 
flissigkeit berechnen sich daraus 0,0282 g NH,. Es kénnen 
also nur Spuren freien Ammoniaks durch Brom und Lisessig 
aus dem Keratinmolekiil abgespalten worden sein. 

Der Gesamtstickstoffgehalt der Liésung B wurde nach 

Kjeldahl nach Entfernung des iiberschiissigen Broms durch 
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Vakuumdestillation zu 20,20 und 20,19mg N in je 5 ccm der 
Lésung bestimmt, was fiir die Gesamtflissigkeit 8,078 g N 
ausmacht. 

Von diesem Stickstoff entfallt ein Teil auf groBe, protein- 
artige Komplexe, welche aus der Hisessiglésung durch Ver- 
diinnen mit. Wasser ausgefallt werden. Sie sind, wie friher 
erwahnt, auch mit Natriumsulfat aussalzbar. In einem Teil 
des Filtrats von diesem Niederschlag, welches mit Ammon- 
sulfat kaum mehr als eine Opalescenz, jedoch noch eine 
schwache Biuretreaktion gab, wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt, Die Differenz gegen obigen Wert betrug 
1,95 g Stickstoff, der also in den hochmolekularen Protein- 
komplexen enthalten ist. 

Dieser Niederschlag wurde in der gleichen Weise wie der 
Bodenkérper 4 mit Sodalésung gelést und mit Essigsiure 
gefallt, Lésung und Fallung wurden wiederholt, bis das Filtrat 
keine gréBere Menge Bromwasserstoff mehr. enthielt. Die 
Farbenreaktionen der Fallung waren die gleichen wie die des 
Bodenkérpers (A). 

Hine Bestimmung nach van Slyke ergab in der Lésung 
des Niederschlags 12,15°/, Amino-N. Im Vergleiche zum 
Bodenkérper 4 war demnach ein betrichtlich héherer Gehalt 
an abspaltbarem Amino-N vorhanden. Da diese Fraktion auch 
einen durch Essigsiure gelésten Teil des Bodenkérpers (A) 
enthilt, jedenfalls ein Gemisch darstellt, wurde sie nicht weiter 
untersucht. 

In Lésung blieben nach der Ausfallung mit Wasser Sub- 
stanzen mit 6,127¢ N. Eine v. Slyke-Bestimmung aus dieser 
Lésung gab 2,762¢g nach v. Slyke bestimmbarem Aminostick- 
stoff, also 45,08°/, Amino-N. Die nahere Untersuchung dieser 
Fraktion, die nach dem Abdampfen einen Sirup darstellt und 
wohl vorwiegend aus Aminosiuren und einfachen Komplexen 
bestehen diirfte, steht noch aus. Es wurde nur noch durch 
Fallung mit Phosphorwolframsiure in salzsaurer Lésung aus 
ihr ein Niederschlag abgetrennt, der, berechnet auf die Ge- 
samtmenge, 0,0692 g N enthielt. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die verwendete 
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Methode eine recht schonende ist, daB weder die Zunahme 
des Huminstickstoffs eine wesentliche ist, noch eine nennens- 
werte Menge von Ammoniak abgespalten wird. Wir haben 
uns noch den Einwand gemacht, es kénnte etwa durch Oxy- 
dation freier Stickstoff entstehen, wodurch eine betrachtliche 
Komplikation fiir das weitere Studium der Reaktionsprodukte 
entstiinde. Daher wurde der nebenstehende Apparat zusammen- 
gestellt und der folgende Versuch durchgefihrt. 


breimeghehn _ 
Natrombalkrobe if 


C02 
B Glasechlif¥ 
Hewpelsche Pipette u 


KOH 























Gasburette 


} | Menometer 
C1» 
| Q 


50 g gereinigtes Haar wurden in den Kolben 4 ein- 
getragen, in den durch einen Glasschliffstépsel zwei bis nahe 
zum Boden des Kolbens reichende Réohren fihren. Der 
Kolben wurde von B aus evakuiert, von C aus wurde reine 
Kohlensiure eingeleitet, das Evakuieren und Einleiten von 
Kohlenséure wurde so lange wiederholt, bis eine in die Gas- 
biirette D und von hier aus in die mit Kalilauge gefiillte 
Hempelsche Pipette tbergefitihrte Gasprobe vollstindig ab- 
sorbiert wurde. Hierauf wurden vom Scheidetrichter 7 aus 
500 ccm der Bromeisessigmischung mit 20°/, Bromgehalt zu- 
flieBen gelassen, von C aus wurde Kohlensaure zugeleitet, so 
daB das Manometer J keine wesentliche Differenz gegentiber 
Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIV. 12 | 
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dem Atmosphirendruck anzeigte. Die Exaktheit der Ver- 
schliisse hatten wir vor Beginn des Versuches gepriift, indem 
wir den Apparat durch 48 Stunden vollkommen evakuiert bei 
verschlossenen Hihnen stehen lieBen. Nach dieser Zeit war 
der Manometerstand dem Barometerstand korrespondierend ge- 
blieben. | 

Beim Versuch selbst wird die Kohlensiure vom Hisessig 
betrachtlich absorbiert, und um den Druck nicht unter den 
AuBendruck sinken zu lassen, muBte mehrmals tiglich von 
neuem Kohlenséure zugeleitet werden. 

Im iibrigen blieben die Hahne durch 7 Tage geschlossen. 
Nach dieser Zeit wurde vorsichtig durchgeschittelt, es wurden 
50 ccm des iiberstehenden Gases durch Senken der Birne in 
die Gasbiirette D gebracht. Von diesem Gas wurde in der 
Hempelschen Pipette 99°/, absorbiert. Eine zweite, nach 
14tagiger Versuchsdauer entnommene Probe gab 1,5°/, nicht 
absorbiertes Gas. 

Da das iiber dem Bromeisessig befindliche Gasvolum etwa 
500 ccm betrug, so wurden von 50g Haar (mit rund 8g 
Stickstoff) in 14 Tagen héchstens 0,016 g Stickstoff abgespalten, 
wahrscheinlich aber noch weniger in Anbetracht der doch 
méglichen, wenn auch geringen Versuchsfehler. 


Il. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd in verdiinnter waB- 
riger Schwefelsaure auf menschliches Haar. 


Auch bei diesen Versuchen leitete mich der Gedanke, die 
groBen Keratinkomplexe méglichst wenig abzubauen, jedoch so 
zu verandern, daB sie der tryptischen Verdauung zuginglich 
wiirden. 

Uber milde Oxydationen von EiweiSkérpern liegen zahl- 
reiche, zum Teil weit zuriickliegende Arbeiten vor. Die als 
Oxyprotsulionséure bzw. Peroxyprotsiure charakterisierten Pro- 
dukte diirften vorwiegend hochmolekulare Komplexe darstellen; 
sie sind durch Hinwirkung von Permanganat auf HiweiBlésungen 
gewonnen (Literatur s. Cohnheim, Eiweibkérper). 

Fur unsere Zwecke fiel die Verwendung von Oxydations- 
mitteln in alkalischen Fliissigkeiten von vornherein weg, da sie 
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eine Racemisierung bewirken. Oxydationen mit Permanganat 
in alkalischer Lésung waren daher ausgeschlossen. Wir haben 
sie nur probeweise studiert und es sei berichtet, daB die 
Kinwirkung von Permanganat auf Menschenhaar bei Zimmer- 
temperatur kein erfreuliches Resultat gibt. Das Haar ballt 
gu dunkelgefarbten Klumpen zusammen, die sich mit dicht 
haftendem Manganschlamm bedecken, so daB die weitere Ein- 
wirkung des Oxydationsmittels trotz Schiittelns und Rihren 
nur ungleichmaBig erfolgt. 

DaB tbrigens je nach der Art des verwendeten Oxyda- 
tionsmittels die Oxydationsprodukte — abgesehen von der 
partiellen Racemisierung in alkalischer Fliissigkeit — nicht 
die gleichen sind, ergibt sich schon aus den (verschiedenen) 
Kigenschaften der auf verschiedene Weise gewonnenen Oxy- 
dationsprodukte. So zeigen die Oxyprotsulfonsiuren, die durch 
Permanganatwirkung entstehen, nicht mehr die Reaktionen von 
Millon, Hopkins-Adamkiewicz, auch nicht die Xantho- 
proteinprobe und die Schwefelbleireaktion. 

Wasserstoffsuperoxyd bei 40° gibt dagegen nach Fr. 


N. Schulz?) ein Reaktionsprodukt (Oxyprotein), in welchem — 


die Farbenreaktionen der aromatischen Kerne sowie die Schwefel- 
bleireaktion erhalten sind. Diese Erfahrungen aus der Kiweib- 
chemie sind nach den Erfahrungen iiber die Wirkung von 
Oxydationsmitteln aus der organischen Chemie nicht weiter 
verwunderlich. Wenn auch die Elementaranalysen, wie folgende 
Zusammenstellung zeigt, keine nennenswerten Differenzen 
zwischen Oxyprotein und Oxyprotsulfonsiure ergeben haben, 
so ist der Angriff des Sauerstoffs bei ihnen sicherlich ein ganz 
verschiedenartiger. 
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Oxyprotein von Schulz’) aus Ovalbumin . | 50,85 6,8 14,6 
Oxyprotsulfonsiure von Maly aus Ovalbumin | 51,21 6,9 14,6 


(cit. bei Schulz, 8. 97) 











1) Schulz, Diese Zs. Bd. 29, S. 86 (1900). 
*) Schulz, a.a. O. 8. 95. 
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Nach den in der ersten Mitteilung dargelegten Erfahrungen 
ist aber der Angriff des Wasserstoffsuperoxyds selbst auch ein | 
verschiedener, je nachdem H,O, in neutralem oder in saurem 
Medium zur Anwendung kommt. Nur in letzterem Falle ent- 
stehen in gréBeren Mengen Produkte, die durch Trypsin spaltbar 
sind und bei denen der Huminstickstoff nicht betrichtlich ver- 
mehrt ist gegeniiber dem Huminstickstoff des Ausgangsmaterials. 
Wir nehmen an, daB es die Wirkung der zugesetzten Schwefel- 
siure ist, die analog wie Hisessig bei der eben beschriebenen 
Einwirkung von Brom in Eisessig den Angriff des Broms 
anders gestaltet, als er in rein waBriger Lésung vor sich ginge. 

Wasserstoffsuperoxyd wirkt in verdiinnter Liésung bei 
neutraler Reaktion auf Haar, wie aus dem gewoéhnlichen Leben 
bekannt ist, nur etwas bleichend oder farbverindernd ein, es 
scheint das Keratinmolekii] tatsichlich ziemlich intakt zu lassen. 
Wir haben beobachtet, daB menschliches Haar, mit neutralem 
6°/,igem Wasserstofisuperoxyd bei Zimmertemperatur iiber- 
gessen, erst nach etwa 1 Monat eine bemerkenswerte 
Trypsinspaltbarkeit aufwies, wobei die Schwefelbleireaktion, 
die Reaktion nach Millon und nach Adamkiewicz-Hopkins 
stark positiv waren. Ebenso war die Carbonylreaktion zwar 
stark abgeschwacht, aber doch noch positiv. 

Dagegen verschwindet nach Zusatz verdiinnter Schwefel- 
siure zum Wasserstoffsuperoxyd die Reaktion nach Adam- 
kiewicz-Hopkins sehr rasch, die Carbonylreaktion noch viel 
rascher; auch die Schwefelbleiprobe wird schwicher. Bei langer 
EKinwirkung fanden wir schlieBlich auch die Millonsche Reak- 
tion abgeschwicht. 

‘Hydrolyse durch Saure oder durch Lauge, selbst bei Ver- 
wendung héherer Konzentrationen und bei mehrstiindigem Er- 
wirmen auf dem Wasserbad hebt die Carbonylreaktion des 
Keratins nicht auf. Auch Keratinpeptone, welche durch Er- 
hitzen mit 2n-Natronlauge gewonnen waren und durch Ammon- 
sulfatlésung nicht aussalzbar waren, gaben noch eine auffallende, 
starke Carbonylreaktion bei hoher Resistenz gegen eiweib- 
spaltende Enzyme. 

Bei unseren weiteren Versuchen wurden je 125g gereinigtes 
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Menschenhaar mit 1000ccm einer 4n-Schwefelsiure und 
150ccm Merckschem Perhydrol verrihrt und etwa einem 
Monat bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei bleibt 
das Haar, wiewohl es seinen Farbenton dudert, starker gefarbt 
als bei der Kinwirkung von neutralem H,0,. Unter dem 
Mikroskop erschien das Haar gelblich durchscheinend, im 
Querschnitt verbreitert, die Longitudinalzeichnung der Rinden- 
zellen deutlich sichtbar. Die glatte Kontur war verloren ge- 
gangen. Makroskopisch schien die Struktur des Haares nicht 
verindert, doch war es briichig und leicht zerreiBlich geworden. 

Nach dem Ablauf dieser Zeit war in der Flissigkeit noch 
reichlich H,O, nachweisbar. Eine nennenswerte Gasentwick- 
lung war nicht aufgetreten. Nachdem der Bodensatz von der 
iiberstehenden Liésung befreit und mit Wasser gewaschen 
worden war, léste er sich in n/5-Sodalésung schon bei Zimmer- 
temperatur sehr rasch, doch nicht ganz restlos zu einer braun 
gefarbten Lésung auf. Die filtrierte Lisung tribt sich beim 
Neutralisieren und gibt, mit Essigsiure angesiuert, einen sehr 
reichlichen Niederschlag von graugelben Flocken, die sich leicht 
abfiltrieren lassen. Der Niederschlag wurde wiederholt mit 
ganz verdiinnter Essigsiure durchgeschiittelt, schlieBlich noch- 
mals in Soda gelést, mit Essigsiure wieder gefallt und dieser 
Vorgang so lange wiederholt, bis das Filtrat frei war von 
Schwefelsiure. 

Hierauf wurde der Niederschlag an der Luft, ein Teil 
desselben im Hochvakuun iiber Phosphorpentoxyd, und als 
hier bei Zimmertemperatur keine Gewichtskonstanz zu er- 
reichen war, im Vakuum bei 100° getrocknet. Es wurde ein 
braunes, amorphes, etwas hygroskopisches Pulver erhalten, das 
einen schwachen, etwas fade-siuerlichen, aber keineswegs bitteren 
Geschmack hatte. In Anlehnung an die Namengebung von 
Fr. N. Schulz sei die Substanz als Oxykeratin bezeichnet. 
Das Praparat ist in sehr verdtinnten Laugen, auch in n/10- 
Sodalésung léslich, aus den Liésungen durch Sattigung mit 
Ammonsulfat, Chlornatrium, Natriumsulfat aussalzbar, es 
diffundiert nicht durch Dialysiermembranen. 

Es gibt positive Biuret-, Schwefelblei-, Molisch- und 







































170 Zdenko Stary, 


Xanthoproteinreaktion. In der Hitze gibt es sofort eine 
starke Blaufirbung mit Ninhydrin, dagegen ist die Reaktion 
nach Adamkiewicz-Hopkins negativ, ebenso sind die 
v. Bittosche Reaktion mit m-Dinitrobenzol und die Pikrin- 
siurereaktion nach Sasaki-Abderhalden vollstindig negativ. 

Beim Anséuern wird es aus seinen alkalischen Lisungen 
gefallt. Die Unléslichkeit in verdiinnten Sauren scheint eine 
allgemeine Eigenschaft aller durch vorsichtige Oxydation oder 
Halogenwirkung dargestellten KiweiBderivate zu sein. Wurster}), 
welcher die Oxydation von Hihnereiwei8 mit H,O, in Gegen- 
wart von Milchséiure und Chlornatrium durchgefiihrt hat, war 
dadurch veranlaBt, von ,,Eicasein“ zu sprechen. 

Betreffend unserer Praparate sei bemerkt, daB wohl das 
nach der Behandlung mit H,O, + Saure erhaltene Haar sich in 
Hisessig und starker Salzsiure bei Zimmertemperatur nur lang- 
sam und unvollstindig auflést, sich dagegen nach der Lisung 
mit Soda und Umfallung in iiberschiissigen Saiuren leicht und 
volistindig list. Die weitgehend oxydierte Oxyprotsulfonsiure 
lést sich, wie Briicke’) und Maly*) gefunden haben, iibrigens 
auch im UberschuB von Sauren auf. 

Die Elementaranalyse ergab folgende Werte: 


0,4721 g gaben 0,8619 g CO,, d.s. 49,79, C und 0,304 g H,0, 
d..s. 7,22), H. 

0,3798 g gaben 0,689 g CO,, d.s. 49,48°, C und 0,2393 g H,O, 
d. s. 7,05 °/, H. 


Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 


0,0412 g verbrauchten 4,17 ccm n/10-HCl — 5,84 mg N, 14,18 °/). 
0,0673 g a 6,77 eem n/10-HCl — 9,49 mg N, 14,09 °%,. 


Schwefelbestimmung nach Asbdth: 


0,16012 g gaben 0,0337 g BaSOQ,, d.s. 2,889 °/, Schwefel. 
0,280 g ,, 0,04725g¢ BaSO,, d.s.2,821%  ,, 


Hieraus ergibt sich eine Elementarzusammensetzung von: 
49687, C 71%, H 141°%N 285%, 8  26,82%, 0. 





1) Wurster, Chem. Ber. Bd. 20, 8. 263 (1887); Bd. 20, S. 1030 (1887). 

*) Briicke, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 2, 8. 23 (1881). 

8) Maly, Mon.-H. fir Chemie Bd. 6, §. 107 (1885); Bd. 9, S. 255 
(1888); Bd. 10, S. 26 (1890). 
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Verglichen mit der Elementarzusammensetzung des Aus- 
gangsmaterials: 
50,1 %/, C 6,5 °%/o H 16,3 °%/y N 4,5 °/, 8%) 

ergibt sich, daB namentlich der Stickstoff und Schwefelgehalt 
stark herabgesetzt, der Sauerstoffgehalt aber deutlich gestiegen 
ist. Die Abweichung von der Elementarzusammensetzung des 
Ausgangsmaterials ist weit erheblicher, als die von Schulz 
bei seinem Oxyprotein gefundene. Das von Schulz aus 
Ovalbumin durch katalytische Oxydation mit H,O, bei Brut- 
temperatur hergestellte Oxyprotein zeigt namentlich in seinem 
S-Gehalt nur geringe Unterschiede gegen das Ausgangsmaterial; 
der Sauerstoffgehalt, hat dort nicht so sehr auf Kosten von 
Stickstoff und Schwefel, als auf Kosten von Kohlenstoff und 
Wasserstoff zugenommen. Dagegen hat Unna?®) bei der Oxy- 
dation von Keratin aus Ochsenhorn und aus der Hornschicht 
der menschlichen Haut Produkte von ihnlicher Elementar- 
zusammensetzung wie wir erhalten. 

Da das Reaktionsprodukt eine stark positive Schwefel- 
bleireaktion gibt, ist mindestens ein groBer Teil des gefundenen 
Schwefels noch in der urspriinglichen Cystinbindung enthalten. 
Wir konnten uns jedoch iiberzeugen, daB bei linger der Oxy- 
dationswirkung ausgesetzten Haaren, wobei die Schwefelblei- 
reaktion vollkommen geschwunden war, Schwefel in organischer 
Bindung noch vorhanden war, ebenso wie bei den durch Per- 
manganat entstandenen Oxyprotsulfonsiuren. DaB zwischen 
der Abnahme der Schwefelbleireaktion und der Ferment- 
resistenz keine Beziehung besteht, wurde schon in der ersten 
Abhandlung hervorgehoben, sowie, da8 die Abnahme des blei- 
schwarzenden Schwefels nicht nur von der Konzentration der 
verwendeten H,O,, sondern vor allem von der Konzentration 
der verwendeten Saure abhiangig ist. 

Da auch Unna eine stark schwefelsaure Lésung zugleich 
mit Wasserstofisuperoxyd verwendet hat, erscheint es sehr 
wahrscheinlich, daB die besonders auffallende Abnahme des 





1) Mittlerer Schwefelgehalt von Menschenhaar. 


*) Unna und Golodetz, Mon.-H. fiir prakt. Dermatol. 44/1. 47/62. 
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Schwefelgehalts solcher Priparate eben auf die kombinierte 
Séure- und Oxydationswirkung zu beziehen ist. 

Zur niheren Charakterisierung der Substanz wurden die 
freien Aminogruppen nach van Slyke bestimmt. Es wurde 
eine ungefabr 1,6°/,ige Lésung in n/10-Natronlauge hergestellt. 
Der Gesamtstickstoff der Lésung ergab sich zu 0,2248°/, N. 
Nach dem Verfahren von van Slyke ergab sich bei einer 
30 Minuten langen Einwirkung der salpetrigen Siure, daf 
a) 5,65 b) 5,86 °/, des Gesamtstickstoffs, im Mittel also 5,76°/, N 
abspaltbar waren. Die Formoltitration ergab eine recht 
unscharfe Reaktion, doch stimmte der gefundene Wert in der 
GréBenordnung mit dem Werte nach van Slyke iiberein. 

Die Stickstoffverteilung wurde nach dem von Osborne 
und Harris angegebenen Verfahren bestimmt, der Amidstick- 
stoff, wie oben beschrieben, im Vakuum bei 40° in n/10-Saure 
iiberdestilliert. Es wurden folgende Werte bei 2 Versuchen 
erhalten. 








Amid N Humin-N | Diamino-N | Cystin-N ayo emt 

















20,46 68,46 
19,98 68,51 





1,789 8,346 
8,08 8,48 








Auch hier fallt wie beim Bromkeratin die relativ geringe 
Zunahme des Huminstickstoffis und Abnahme des Diamino + 
Cystinstickstoffs auf. inerseits diirfte Wasserstoffsuperoxyd 
bei Zimmertemperatur eine weniger intensive Oxydationswirkung 
auf das EiweiB ausiiben als Permanganat, andererseits ist 
wahrscheinlich die schiitzende Kinwirkung der starken Saure 
auf organisch gebundenen Stickstoff eine betrachtliche. 

Vergleichsweise seien nebenstehend die verschiedenen Daten 
zusammengestellt und mit den Angaben der Literatur verglichen. 
(Siehe die beigefiigte Tabelle.) 

Zur Messung der fermentativen Abbaufihigkeit des Prapa- 
rates haben wir in voéllig analoger Weise wie oben — gelegent- 
lich der Untersuchung der Bromkeratine — beschrieben, einer- 
seits die Abnahme des mit Phosphorwolframsiure fallbaren 
Stickstoffes im Verlaufe der Trypsinverdauung gemessen, ver- 
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| Bromprodukt (aus Men- 
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=) ce a 
Sd | : A = 43 ail 
= Z| 3 5 S886 
5 2 F > ¢ |o- a 
7/2/48 ),° 18 leeas 
= AS @ 3 
Hornspiine (Giimbel) .| 7,18] 2,58 | 18,18 72,45 | 16,3 
Menschenhaar (An- 
dratschke) . . . .| 7,93] 2,02] 18,11] 10,03 | 61,91 | 16,3 
Oxykeratin (aus Menschen- 2 
haar) (Stary) . . 7,91} 3,44 20,19 68,46 | 14,14 


schenhaar durch Brom- 
Eisessig (Stary) . .| 8,11] 8,75 17,65 710,28 | 14,27 
Oxyprotsulfonsiiure aus 
Casein (Edlbacher?). | 10,49 | 12,57 17,04 wi — 
Casein(Osborne u. Har- 
a) 10,3 1,5 21,9 66,00 — 
Apocasein (Edlbacher) 20,2 | 11,2 14,9 50,6 a 

















gleichsweise aber auch die Abnahme der mit Na,SO, in saurer 
Liésung aussalzbaren Stickstoffmenge veriolgt. In _ gleicher 
Weise wie in jenem Versuch haben wir auch in der letzten 
Periode der Trypsinverdauung die relative Menge des Amino- 
stickstoffes im Verdauungsgemisch bestimmt. Die Methodik 
dieser Untersuchungen unterschied sich in keiner Weise von 
der bei der Untersuchung der fermentativen Spaltbarkeit des 
Bromkeratins verwendeten, weshalb hier nur kurz auf die dort 
gemachten Angaben hingewiesen sei. Die Menge des durch 
Phosphorwolframsiure fallbaren Stickstoffes der Verdauungs- 
lésung sank im Verlaufe des Versuches auf 36°/, des Gesamt- 
stickstoffes, was nach Abzug des im Totalhydrolysat desselben 
Praparats gefundenen Ammoniak- und Diaminosickstoffes 
(28,1 °/,) einem Restwert von etwa 8°/, Stickstoff entspricht, 
der noch am Ende der Trypsinverdauung in mit Phosphor- 
wolframsaure fallbaren Komplexen gebunden erscheint. Die 
Menge des mit Natriumsulfat in saurer Lisung aussalzbaren 
Stickstoffes sank im Verlaufe des Versuches auf etwa 8°/, des 





1) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 184, 8. 129 (1924). 
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Gesamtstickstoffes, wihrend in der Kontrolle die Menge des 
aussalzbaren Stickstoffes von 95,7°/, auf 60,68°/, absank. Auch 
in diesem Versuch gaben die Filtrate der Fallungen mit 
Natriumsulfat bei der nachtriglichen Sattigung mit Ammon- 
sulfat niemals eine Triibung. 


Kontrolle: Trypsin: 
0,3381 g, entspr. 40,56 mg N 0,5035 g, entsprech. 70,5 mg N 
in 20 cem inakt. Trypsinlésung in 20 cem: Trypsinlésung. 
Je 1 ccm enthielt: 
2,84 mg N (verbr. 2,027 ccm 4,098 mg N (verbr. 2,925 ecm 
n/10-HC\l). n/10-HCl. 


Phosphorwolframsiurefallungen: 
Nach 4 Stunden: 


Verbr. 1,96 ccm n/10-HCl Verbr. 2,55 cem n/10-HCl 
2,746 mg N 3,577 mg N 
96,7 °/, des Gesamt-N. 87,2 °/, des Gesamt-N. 
Nach 24 Stunden: 
Verbr. 1,962 ecm n/10-HCl Verbr. 1,587 eem n/10-HCl 
2,749 mg N 2,158 mg N 
96,8 °/, des Gesamt-N. 52,5°/, des Gesamt-N. 
Nach 8 Tagen: 
Verbr. 1,958 cem n/10-HCl Verbr. 1,25cem n/10-HCl 
2,748 mg N 1,75 mg N 
96,6 °/, des Gesamt-N. 42,73 °/, des Gesamt-N. 
Nach 6 Tagen: 
Verbr. 1,95 cem n/10-HCl Verbr. 1,064 cem n/10-HCl 
2,732 mg N 1,49mg N 
96,2 °/, des Gesamt-N. 36,38 °/, des Gesamt-N. 
Nach 18 Tagen: 
Verbr. 1,952 ccm n/10-HCl Verbr. 1,066 cem n/10-HCl 
2,734mg N 14,94 mg N 
96,3 °/, des Gesamt-N. 86,44°/, des Gesamt-N. 
Kontrolle: Trypsin: 


Mit Natriumsulfat aussalzbare Fraktion: 
Nach 4 Stunden: 


Verbr. 1,94cecm n/10-HCl Verbr. 2,205 ccm n/10-HCl 
2,718 mg N 3,09 mg N 
95,7°/, des Gesamt-N. 75,38 °/, des Gesamt.-N. 
Nach 24 Stunden: 
Verbr. 1,918 cem n/10-HCl Verbr. 1,35 ecm n/10-HCl 
2,68 mg N 1,891 mg N 


94,38 °/, des Gesamt-N. 46,15 °/, des Gesamt-N. 
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Nach 8 Tagen: 


Verbr. 1,659 cem n/10-HCl Verbr. 0,42 ccm n/10-HCl 


2,324 mg N 0,588 mg N 
81,85 °/, des Gesamt-N. 14,36 °/, des Gesamt-N. 
Nach 6 Tagen: 
Verbr. 1,651 ccm n/10-HCl Verbr. 0,249 cem n/10-HCl 
2,313 mg N 0,3488 mg N 


81,45 °/, des Gesamt-N. 
Nach 13 Tagen: 
Verbr. 1,23 cem n/10-HCl 


8,513 °/, des Gesamt-N. 


Verbr. 0,242 eem n/10-HCl 
1,723 mg N 0,339 mg N 
60,68 °/, des Gesamt-N. 8,273 °/, des Gesamt-N. 

Die schwefelsaure, noch deutlich Wasserstoffperoxyd ent- 
haltende Fliissigkeit, welche durch Filtration von dem Oxy- 
keratin getrennt worden war, hatte eine rotbraune Farbe. Durch 
Neutralisation, auch bei nachfolgendem Kochen, trat in ihr kein 
Niederschlag auf, wohl aber bei Zusatz von Tanninlésung sowie 
beim Sattigen mit Ammonsulfat. Doch war dieser Niederschlag 
an Menge weitaus geringer als der in den oben beschriebenen 
Versuchen nach Kinwirkung von Brom—Kisessig auf das Haar 
durch die Ausfaillung der Lésung entstandene Niederschlag. 

Diese durch Aussalzen mit Ammonsulfat erhaltene ,,Albu- 
mose* (Oxykeratose) gab die Schwefelbleireaktion, und die 
Xanthoproteinreaktion gab ferner deutlich die Molischsche 
Probe, dagegen eine nur schwache Millonsche Probe; die 
Reaktion nach Adamkiewicz-Hopkins war negativ. Durch 
Trypsin trat rasch Verdauung ein, schon nach 12 Stunden war 
die Flissigkeit beim Aussalzen mit Ammonsulfat vollkommen 
klar geblieben. 

Die niederen Abbauprodukte in der Lésung wurden noch 
nicht untersucht. Ihre Menge diirfte geringer sein als bei der 
Brom—Hisessigbehandlung des Haars. 


Zusammenfassung. 


Es wurde menschliches Haar, das zu den resistentesten 
Keratinkérpern gehért, bei Zimmertemperatur der Kinwirkung 
von Brom in Eisessig einerseits, von Wasserstofisuperoxyd in 
4n-Schwefelsiure andererseits, durch langere Zeit unterworfen. 
Dabei wurden als Hauptprodukte hochmolekulare, eiweiBartige 
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Substanzen erhalten, die in Laugen leicht léslich, durch Sauren 
gefallt, eine recht konstante Zusammensetzung zeigen und die 
durch Trypsin auffallend leicht spaltbar sind. Wahrend Kera- 
tosen, welche durch Einwirkung von Lauge oder Siure her- 
gestellt sind, eine starke ,,Carbonyl“reaktion geben (sowohl 
die Pikrinsiurereaktion wie die Dinitrobenzolprobe), fehlen 
diese Reaktionen bei den hier gewonnenen Substanzen. Gegeniiber 
dem Ausgangsmaterial ist der Amid- sowie der Huminstickstofi 
der Reaktionsprodukte etwas vermehrt, doch nicht in dem 
Ma8e, wie bei den bisher untersuchten Oxydationsprodukten 
von HiweiBkérpern. Die Monaminosiuren scheinen im wesent- 
lichen erhalten zu sein. Wir beziehen dies auf die mildere 
Wirkung des von uns verwendeten Oxydationsmittels bei Zimmer- 
temperatur, sowie auf die Gegenwart der starken Siuren. 

Da Polypeptidketten durch Trypsin spaltbar sind, so ist 
anzunehmen, daB unter der Wirkung des substituierenden, 
sekundir oxydierend wirkenden Broms, ebenso unter der Ein- 
wirkung der stark sauren Wasserstoffsuperoxydlésung solche 
Peptidketten aus Ringsystemen gebildet worden sind. Sie 
miissen hochmolekular sein auf Grund der Fallungsreaktionen 
wie des geringen Aminoindex, jedenfalls miissen sie kompli- 
zierter gebaut sein als Keratinpeptone die doch nicht nennens- 
wert durch Trypsin spaltbar sind. 

Welcher Art die Ringsprengungen sind, die bei den von 
uns verwendeten Reaktionen eintreten, geht allerdings aus 
den hier mitgeteilten Versuchen nicht. mit Sicherheit hervor. 
Weitgehende Schliisse erscheinen verfriiht, zumal wir doch 
nicht dariiber mit Sicherheit orientiert sind, welche Ring- 
schliisse (die durch energische Hydrolyse gelést, zu charakteri- 
sierbaren EKiwei8bausteinen fiihren) in den genuinen Hiweib- 
kérpern vorkommen mégen. 

Die alte Beobachtung Ewalds, daB Chromsiure, also wohl 
auch ein Oxydationsmittel bei Licht auf Collagen grund- 
verschieden wirkt wie auf Elastin, dringt die Vermutung auf, 
daB die Bildung von solchen Ringen in verschiedenen Hiweib- 
kérpern eine verschiedene sein mége. 

Da der Sauerstoffgehalt unseres Reaktionsproduktes wesent- 
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lich zugenommen hat, liegt die Vermutung nahe, da partiell 
reduzierte Ringsysteme unter Oxydation gespalten werden, 
und zwar solche, die einerseits die Carbonylreaktion geben, 
andererseits die hohe Resistenz des Haares (wohl auch anderer 
Keratine) gegen eiweiBspaltende Enzyme verursachen. 

Seit Trénsegaard seine Annahme einer Pyrrolstruktur 
der EKiweiBkérper bekannt gemacht hat, ist das Interesse an 
Ringsystemen zwischen den hydrolytisch isolierten EiweiBbau- 

steinen rege geworden. 
| Auf Grund der skizzierten Vorstellungen wird es wohl 
mdglich sein, in kleineren resistenten EiweiBbruchstiicken 
(,Antigruppe“) solche Ringbildungen nach der von uns an- 
gewendeten Methode leichter zu erfassen als im nativen HiweiB. 
Wir behalten uns vor, derartige Versuche sowohl zur Charakte- 
| risierung der letzten Spaltprodukte im angegebenen Sinne 
| weiter auszufiihren, sowie auch die Wirkung der entstandenen 
verdaulichen Oxykeratine und analoger, nach den angegebenen 
Methoden hergestellter Verainderungsprodukte von urspriinglich 
unverdauten Kiweibkérpern auf den Organismus zu studieren. 




































Zur Methodik 
der getrennten Kali- und Natronbestimmung im Harn. 


Von 


Priv.-Doz. Dr. med. 0. v. Dehn aus Petersburg. 





(Aus der II. medizinischen Klinik in Minchen. Vorstand Geheimrat F. v. Miller.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1925.) 








Der Kali- und Natronbestimmung nach Kramer und 
Tistal*), die sich am Blutserum so gut bewidhrt, steht beim 
Harn die Schwierigkeit der Veraschung im Wege. Einerseits 
ist sie sehr zeitraubend und erfordert das Arbeiten mit Platin- 
geraten, andererseits l4Bt es sich beim trocknen Veraschen 
nur schwer vermeiden, da sich ein Teil der Alkalimetalle 
verfliichtet und die Resultate ungenau werden. Wenn beim 
trocknen Veraschen ein Porzellandeckel iiber die Platinschale 
gelegt wurde, so bildete sich auf ihm ein Niederschlag, der 
eine einwandfreie Natronflamme gab. Dieses trat auch beim 
vorsichtigsten Veraschen ein. Diese Ubelstande veranlaBten 
mich nach einer anderen Methodik zu suchen, wobei sich die 
folgende gut bewahrt hat. Eine genau abgemessene Menge 
Harn (gewéhnlich 20—30 ccm) werden in einem Kjeldahikolben 
mit etwa der gleichen Menge konzentrierter reiner Salpeter- 
siure versetzt und 10—12 Stunden im Wasserbade gekocht. 
Die Mischung, die gleich nach dem Zufiigen der Siure dunkel 
und triibe wurde, bzw. einen EiweiBniederschlag enthielt, wird 
schon bald fast wasserklar mit einem leichten Stich ins Gelbliche. 
Es darf daraus noch nicht auf eine bereits vollendete Ver- 





1) Jl. of Biol. Chem, Bd. 46, S. 339 u. 467 (1921). 
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aschung geschlossen werden. Nach geniigend langer Saure- 
einwirkung bei 100° wird der Kolben auf eine Asbestplatte 
gestellt und die Siure bei kleiner Flamme vorsichtig ab- 
gedampft. Dabei empfiehlt es sich, 1—2 Glasperlen in den 
Kolben zu geben. Zum SchluB gehen braune Dampfe ab und 
eine fast weiBe, leicht gelblich gefarbte Asche bleibt zuriick. 
Ist die Veraschung keine vollstandige gewesen, so wird die 
Flissigkeit beim Abdampfen wieder dunkel und triibt sich, in 
der Asche bleiben Kohlepartikel zuriick, die sich in den Saure- 
dampfen entziinden kénnen. Dann muf nach Akihlenlassen 
wieder HNO, zugefiigt werden und der Kolben wird nochmals 
fir mehrere Stunden aufs Wasserbad gestellt. Dieses wurde 
nur bei sehr eiweiBreichen Harnen nétig (mehr als 1/, Saule 
bei der Kochprobe). 

Bei sehr eiweiSreichen Harnen empfiehlt es sich, ihn vor 
der Veraschung etwas zu erwirmen, bis EiweiBkoagulation, aber 
kein Volumverlust durch Verdampfen eintritt und zu filtrieren. 
Vom Filtrat wird die Hialfte des Ursprungsvolumens zur 
weiteren Verarbeitung genommen. Vergleiche durch Resultate 
nach Veraschung von enteiweiBten und nicht enteiweiBten Proben 
desselben Harnes gaben durchaus iibereinstimmende Resultate. 

Ist die Veraschung eine vollstindige und die Saure bereits 
abgedampft, so 148t man den Kolben abkihlen und figt Salz- 
siure (nicht eisenhaltige)zu. Diese wird vorsichtig abgedampft 
(Uberfiihrung der stickstoffhaltigen Verbindungen in Chloride), 
eventuell mehrere Male, bis die Asche ganz weib geworden 
ist. Dann wird sie in n/10-Salzsiure geldst, in ein Meb- 
kélbchen gebracht und auf das Ursprungsvolumen aufgefillt. 
Wenn es sich nicht um Harne mit starker Blutbeimengung 
handelt, hat man zum Schlu8 eine farblose, wasserklare Flissig- 
keit, in letzterem Fall bedingt der Hisengehalt eine dunklere 
Farbung. 

Eine weitere Modifikation betrifft die quantitative Natron- 
bestimmung. Nach Kramer und Tisdall soll der Harnextrakt 
nach Entfernung der Ca- und Mg-Salze durch Ammoniumoxalat- 
und Ammoniakfillung noch einmal bei trockener Hitze ver- 
ascht werden, um die Ammoniumsalze zu entfernen. Doch 
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tritt auch dabei leicht eine Natronverfliichtigung ein. Um diese 
zu vermeiden, wird der Mg- und Ca-freie Extrakt in eine Glas- 
schale gebracht, etwas Kalilauge zugefiigt, Sulfophenolphthalein 
zugegeben, ein mit demselben Indicator versehenes Filtrier- 
papier tiber der Schale befestigt. Jetzt wird der Harnextrakt 
auf ein Wasserbad gestellt bis das Filtrierpapier neutrale 
Reaktion zeigt, wabrend die Fliissigkeit noch alkalisch ist. 
Wenn auch sie beim Kochen aufhirt, alkalisch zu reagieren, 
muB8 noch etwas Kalilauge zugefiigt werden. Da die Ammonium- 
salze in Gegenwart von Kalilauge in Ammoniak iibergefihrt 
werden und entweichen, zeigt der Indicator iiber der Schale 
den Beginn (Rotfarbung) und Schlu8 (Gelbfarbung) der Reaktion 
an. Die Kalipyroantimoniatfallung wurde auch in der Glas- 
schale ausgefiihrt, so da8 das Arbeiten mit Platin vollstandig 
vermieden wurde. 

Die hier beschriebene Methodik wurde auf folgende Weise 
auf ihre Exaktheit gepriift. Zu einem Teil der zu unter- 
suchenden Harnprobe wurden bekannte Mengen von Kali- 
und Natronsalzen gefiigt, wihrend der andere Teil unverindert 
blieb, dann wurden beide Teile quantitativ untersucht und die 
Resultate verglichen. Dabei ergaben sich Fehlergrenzen von 
1,5—2°/,, also nicht mehr als nach der Originalmethode, z. B. 
der berechnete Wert fiir Kali 236,8 mg, erhalten 235,6 mg, 
fiir Natron berechnet 278 mg, erhalten 271 mg auf 100 ccm Harn. 

















EinfiuB 
einer kalkreichen Nahrung auf die inaidadie Symptome 
beim Hunde nach partieller Parathyreoidexstirpation. 


Von 


H. H. Jonkers und F. E. Revers. 





(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1926.) 


Nachdem Gley die Aufmerksamkeit auf die Parathyreoideae 
als selbstandige Organe gelenkt hatte und dann Vassale und 
Generali die Epithelkérperchen ohne die Schilddriisen exstir- 
pieren konnten, ist eine groBe Reihe von Abhandlungen iiber 
die Bedeutung dieser merkwiirdigen kleinen Organe erschienen. 
In der neuesten Lieferung von L. Ashers und K. Spiros Er- 
gebnissen der Physiologie [Bd. 23, 1. Abt., S. 180 (1924)] finden 
wir eine Ubersicht von Clara Jacobson iiber den gegen- 
wartigen Stand der Physiologie der Nebenschilddriisen. Deshalb 
kann hier auf eine solche Ubersicht, auch der Literatur, ver- 
zichtet werden. 

Die Erscheinungen, welche nach Entfernung der Epithel- 
kérperchen auftreten, sind bekannt. Uber die Ursache dieser 
Erscheinungen sind die Meinungen aber noch sehr geteilt. 
Verlockend ist zweifelsohne die Vergiftungstheorie; die giinstige 
Wirkung von intravenéser Einverleibung gréBerer Mengen von 
Ringerlésung, sogar calciumfreier Lisung, und der dabei ein- 
tretenden kraftigen Diurese sind mit der genannten Theorie in 
Ubereinstimmung. Auch ist dabei verstindlich, dab gréBere 
-Mengen von Fleisch oder KiweiB im allgemeinen den Ausbruch 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 18 
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der Krankheitssymptome begiinstigen, ebenso wie Schidigungen 
der resorbierenden Darmschleimhaut. Andererseits sind die 
Krampfe .erregenden Gifte doch noch keineswegs bekannt und 
namentlich Guanidin oder Methylguanidin scheinen bei de 
Epithelkérperchentetanie keine besondere Rolle zu spielen.) 
Es ist immerhin noch sehr gut méglich, daB der Ausgangs- 
punkt der Stérungen nach Epithelkérperchenexstirpation in 
einer Stérung des Mineralstoffwechsels zu suchen ist. Niahere 
Untersuchungen kénnen Klarheit tiber diese Fragen bringen. 

Auf Vorschlag von Prof. W. E. Ringer haben wir nochmals 
den HinfiuB der Nahrung, besonders von kalkreicher Nahrung, 
auf die krankhaften Symptome nach Epithelkérperchenexstir- 
pation untersucht. Selbstverstaindlich haben wir dabei den 
Gang des Blutkalkgehalts studiert. Versuchstier war ein minn- 
licher Hund, Gewicht vor der Operation 20,2 kg. Das Tier 
wurde am 38. April 1924 im anatomischen Institut der tier- 
arztlichen Hochschule (Direktor Prof. Dr. G. Crediet) operiert 
und wir danken an dieser Stelle dabei besonders Herrn 
Dr. H. A. Vermeulen fiir die viele Mithe, die er sich dabei 
gegeben. hat. 

Bei der Operation wurden nur 3 Epithelkérperchen ge- 
funden und entfernt. Die mikroskopische Untersuchung be- 
stitigte, daB 3 Gl. parathyreoideae entfernt waren. Zu er- 
warten war also, daB das Tier noch tiber ein Kérperchen ver- 
fiigte, abgesehen noch von den méglichen accessorischen Driisen. 
Immerhin sollte doch sehr wahrscheinlich eine Epithelkérperchen- 
insufficienz eintreten und das Auftreten von den hierzu ge- 
hérenden Symptomen war zu erwarten. Diese Vermutung hat 
sich denn auch bestiitigt. Vassale und Generali fanden 
schwere Tetanie, in wenigen T'agen zum Tode fihrende, nach 
Entiernung aller Epithelkérperchen; wurden nur drei exstirpiert, 
so entstand nur voriibergehend Tetanie, die nach einiger Zeit 
anscheinend verschwand. Da8 aber doch noch latente Tetanie 
fortdauerte, zeigte sich im Ausbrechen von Symptomen wihrend 





‘) Siehe indessen: N. Paton, Edinburgh medical Jl., Bd. 31, S. 541 
(1924). 
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der Schwangerschaft, reichlicher Fleischnahrung und so weiter. 
Eine Organinsufficienz zeigte sich also doch unter ungiinstigen 
Verhaltnissen. Es ist im Voraus nicht zu sagen, was sich 
nach Exstirpation von 3 Epithelkérperchen herausstellen wird 
und es ist nicht zu verwundern, daB z. B. Salvesen nach 
partieller Parathyreoidektomie keine manifesten Tetanie- 
erscheinungen, wohl aber doch eine vortibergehende Erniedrigung 
des Blutkalkgehalts fand. Die nach der Operation noch restierende 
Menge von Parathyreoidgewebe la8t sich nicht beurteilen. 

Es hat sich herausgestellt, daB bei unserem Hund nach 
der Operation wirklich eine relative Parathyreoidinsufficienz 
entstanden war. Durch kalkreiche Nahrung konnten aber die 
Tetaniesymptome anscheinend ganz unterdriickt und das Tier 
normal gehalten werden. Das war auch wohl zu erwarten, 
indem Salvesen und auch Dragsted, Phillips und Sudan 
nach totaler Parathyreoidexstirpation die Tiere mit Milch und 
Brot am Leben und anscheinend gesund halten konnten. Wir 
lassen hier zunachst die Versuchsprotokolle und einiges iiber 
die verwendeten Methoden folgen. 


Bestimmung des Blutkalkgehalts. 


Wir haben zuerst die Zuverlissigkeit der einfachen Methode 
von Clarke?) untersucht. Bei dieser Methode wird das haimo- 
lysierte zentrifugierte Blut sofort mit Ammonoxalat versetzt, 
das Blut also nicht zuerst verascht. Im Vergleich mit de Waards 
Methode?) fanden wir nach Clarke aber immer zu wenig, und 
auch die Resultate immer etwas wechselnd. Es scheint uns, 
daB das abzentrifugieren des Calciumoxalats in der eiweiBhaltigen 
Flissigkeit Schwierigkeiten gibt. GréBere oder kleinere Mengen 
des Niederschlags kleben dabei an den Wanden des Zentrifugier- 
rdhrchens. Folgende Zahlen lassen deutlich erkennen, dab das 
Clarkesche Verfahren in unseren Handen zu niedrige Werte 
gegeben hat. 





1) JL. of Biol. Chem. Bd. 49, 8. 487 (1921). | 
2) Biochem. Zs. Bd. 97, S. 176 u. 186 (1919). — Siehe aueh 
W. Radsma, Geneeskundig Tijdschrift voor Nederlandsch Indie Bd. 63, 
S. 554 (1923), und weiter Hecht, Biochem. Zs. Bd. 148, 8. 342 (1923). 
13* . 
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100 ccm enthalten nach 














Clarke de Waard 
Blut —— eo 10,4 mg Ca 
: 5,78 mg Ca meme 

10,8 mg Ca 
Blut . 8,9 mg Ca Bo ie: a 
7,1 mg Ca ot a eS 

12,8 mg Ca 
Blutplasma 11,6 mg Ca 14,0 mg Ca 
Blutplasma 10,7 mg Ca 13,9 mg Ca 








Wir haben deshalb weiter nur noch nach de Waard ge- 
arbeitet. Folgende Tabelle gibt nun die Resultate. 























*) Nicht zuverliissig, 





Versuchsresultate. 
Datum Behandlung und | Calciumgehalt des Blutes Bemerkungen 
1924 Nahrung pro 100 ccm 
1. April — Vena femoralis 6,44 mg “ 
10 cem 
8. April | Parathyreoidekto- — — 
(2 nachm.){ mie. Nahrung 1?/, 1 
Milch nebst 800¢ 
Brot. 
4. April {Nahrung wie oben.| Vena femoralis 6,01 mg | Allgem. Zustand sehr gut 
(11°° yvorm.) 10 ecm. 
5. April desgl. Vena femoralis 4,74 mg | Zustand noch sehr gut. 
10 ccm 
6. April desgl. Vena saphena 4,70 mg | Muskeltonus erhéht. Re- 
4,5 com flexreizbarkeit erhoht, be- 
sonders an den hinteren 
Extremititen. 
7. April desgl. Vena jugularis 3,80mg | Zustand ungefihr wie 
11 cem 6. April. Kérpergewicht 
| 20 kg. 

8. April desgl. “ Tonus noch zugenommen. 
Hinterpfoten steif. Ano- 
rexie, Erbrechen. Tier 
sehr unruhig. 

9. April |Nahrung wie oben.| Vena jugularis 5,48 mg’) Deutliche Tetanie, tonische 

Injektionv.10cem.} 2,5cem vor d. Injektion -Krimpfe. 
5,°/,iges CaCl, sub- 
cutan. 


weil in nur 2,5 ccm bestimmt. 








Dat 
19% 
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(Fortsetzung.) 











2, April 


3, April 


4, April 


5. April 


6. April 


6, April 





Behandlung und 





stated + 


Calciumgehalt des Blutes 
pro 100 ccm 








Injektion von 10cem 
5°/,iges CaCl, sub- 
cutan. 


Venae punct., dann 
10 cem CaCl, 5°/, 
subcutan. 


10 cem CaCl, 5°/, 
subcutan. 

Von jetzt an 1,51 
Milch, 800 g Brot 
u. 500 g Knochen. 


Von jetzt an 1,51 
Milch, 800 g Brot. 


Von jetzt an 800¢ 
Brot und 300g 
Fleisch. 








Vena femoralis 3,56 mg 
10 cem 


Vena saphena 7,08 mg 


7 ecm 


Bemerkungen 


a a a eer 





Tonische Kriimpfe. Naeh 
Injektion Besserung. 


Wihrend der Punktion 
heftige Krimpfe, nach 
Injektion héren diese auf. 
—— Zustand sehr 
schiecht. 


Noch immer deutl. Tetanie. 


Keine Krampfe mehr. To- 
nus und flexe hoch. 
Zustand etwas besser. 


Allgem. Zust. noch etwas 
besser. 


Allgem. Zustand wieder 
schlechter. Anorexie. 
Tonus und Reflexe hoch. 
Koérpergewicht 19,2 kg. 


Zustand bedeutend besser. 
Tonus normal, 
noch hoch. Gew. 19,4kg. 
Besserung hilt an. 


Allgem. Zustand sehr gut. 
Gewicht 19,5 kg. 


Zustand wenig geiandert 
bis 7. Mai. 


Allgem. Zustand weniger 
gut. 


Anorexie. Reflexe sehr 
hoch. Krimpfe an dea 
Beinen. 


Allgem. Zustand schlecht. 
Tonische und fibrillire 
Kontraktion iiber den 
ganzen Kérper. Ano- 
rexie. 





Reflexe 
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(Fortsetzung.) 
Datum Behandlung und | Calciumgehalt des Blutes Bemerkungen 
1924 Nahrung pro 100 cem 
11. Mai — — Sehr heftige Krimpfe 4 
Extremititen, 
12. Mai 10 eem CaCl, 5%, _ Anhalt. tonische Krimp 
subcutan. Tier erschépft in Seite 
_ Atmung hért by 
nahe auf. Puls langsa 
Nach der Injektion Beg 
rung. Korpergewic 
19,4 kg. 
13. Mai _ 3,49 mg |Allgem. Zustand ety 
(9° vorm.) besser, am Mittag ab 
(4° nachm.) | Zwei Injektionen von iuBerst schwere Krimp 
10cem CaCl, 5°, der Pfoten. ‘Tier ka 
subeutan. Von jetzt sich nicht aufricht 
an wieder 1,5 Liter Nach der Injektion 
Milch, 800g Brot lingt es wieder. Fn 
und 500 g Knochen. nur die Knochen. 
14. Mai —_ 3,51 mg | Zustand etwas bess 
Besserer Appetit. 
15, Mai Blutentnahme 5 ccm. — Vor der Punktion Zusta 
3 10cem CaCl, 5 °/, ziemlich gut. Nach 
subcutan. Punktion schw. Krin 
fe, zuerst  klonis¢l 
dann plétzlich tonise 
Steifheit des gam 
K6rpers, _ opistotom 
Nach 5 Min. Erschlaffu 
Pfoten bleiben gelihu 
16. Mai — -~ Besserer Appetit. Kriim 
verschwunden. Allige 
Besserung. Muskelton 
und Reflexe hoch. 
stand wieder fortwahret 
besser bis Anfang Ji 
25. Mai Von jetzt an nur — — 
Milch und Brot. 
26. Juni — 5,95 mg | Kérpergewicht 19,8 kg. 
2. Juli Von jetzt an nur — — 
Brot und Wasser. 
8. Juli a 5,78 mg | Allgem. Zustand weni 


t eht fortwihr 
0 am Nach schnt 
lem Laufen schwere ! 
gem. Krimpfe, allge 
Steifheit, opistotom 
Nahrung deshalb wie# 
geaindert am 16 Juli 


18. 


26. 


17 
il 
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(Fortsetzung.) 
Behandlung und {|Culeiumgehalt des Blutes Bemerkungen 
Nahrung pro 100 ecm 
Von jetzt an wieder — — 
Milch, Brot und 
Knochen. 
_ — Allgem. Zustand noch 
wenig ene Keine 
Krimpfe. 
— os Zustand viel besser. Tonus 
und Reflexe noch hoch. 
ety 17. August | KeineKnochen mehr. — — 
g abil. Sept. | Wieder Knochen bei _ Muskeltonus sehr hoch. 
rimy _. | der Milch und dem Laufen geht schwierig. 
r kay Brot. Am 14. Sept. noch 
richte Krampfe. Dann wieder 
On ¢ Besserung. Muskeltonus 
Fri und Reflexe bleiben noch 
lange hoch. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Wir sehen, daB nach Entfernung von 3 Epithelkérperchen 
bei einem Hunde der Blutkalkgehalt in 4 Tagen von 6,44 bis 
auf 3,80 mg pro 100ccm herabgefallen ist. Was uns besonders 
auffiel, ist der niedrige Kalkgehalt schon vor der Operation. 
Doch glauben wir dabei nicht an Versuchsfehler denken zu 
miissen, die Analysenfehler in vorangehenden Kalkgehalts- 
bestimmungen nach de Waard waren immer unterhalb 1 mg 
pro 100 ccm. 

Schon 3 Tage nach der Operation sind Muskeltonus und 
Reflexerregbarkeit deutlich erhéht, nach 6 Tagen sehen wir 
deutlich Tetaniesymptome. Der Zustand wird mit 1,5 Liter 
Milch und 800g Brot taglich immer schlechter, Zugabe von 
500 g Knocher bringt bald Besserung. Die Milch und Brot- 
nahrung enthielt 2,32 g Ca pro Tag, Milch-, Brot- und Knochen- 
nahrung nicht weniger als 169g Ca. Mit dieser Nahrung wird 
das Tier nach einigen Tagen immer besser und zuletzt fast 

ganz normal, Als aber nach 16 Tagen die Knochen wieder 
fortgelassen werden, wird alsbald:der Zustand wieder weniger 
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gut und es traten auch wieder Krimpfe ein, besonders als 
das Brot mit 800g Fleisch vertauscht wird (0,41 g Ca tiglich). 
Mit Knochen auch dann wieder Heilung. Salvesen konnte 
nach Parathyreoidexstirpation das Tier mit Milch und Brot 
am Leben und anscheinend gesund halten. Wir erwarteten, 
daB nach unserer unvollstindigen Exstirpation Milch- und 
Brotnahrung gleichfalls und noch leichter zur Heilung fihren 
wiirde, aber das war, wie man sieht, nicht der Fall. Taglich 
1,5 Liter Milch und 800g Brot konnten den Hund auf die 
Dauer nicht ohne Krimpfe halten, auch nicht, nachdem er 
die erste schlimmste Zeit mit Knochen gut durchgekommen 
war. Aber so viel geht doch auch aus unserer Arbeit hervor, 
daB eine reichliche Menge Kalk die krankhaften Symptome 
fortwihrend unterdriicken kann. Aber selbst nach 7 Monaten 
war unser Hund doch noch keineswegs wieder ,,normal“, denn 
als einige Zeit wieder etwas weniger Kalk gegeben war, traten 
plétzlich wieder schwere Kriampfe ein. Mit Kalkinjektion konnte 
das Tier in einigen Augenblicken wieder sehr bedeutend ge- 
bessert und nach nochmaliger Injektion sogar anscheinend 
véllig normal werden. Tonus und Reflexerregbarkeit waren 
dabei nicht im mindesten mehr erhéht. Diese schnelle Besserung 
nach intravenéser oder subcutaner Kalkzufuhr scheint uns doch 
wohl zugunsten der Kalktheorie zu sprechen, es ist ja schwer 
einzusehen, wie eine Vergiftung so schnell beseitigt werden 
kénnte. 


Zusammenfassung. 


Bei einem Hunde von 20,2 kg Kérpergewicht wurden 
3 Epithelkérperchen entfernt. Der Blutkalkgehalt, der vor der 
Operation bei diesem Tier nur 6,4 mg pro 100 ccm war, fallt 
schnell ab, und ist in etwa 6 Tagen auf etwa ?/, gesunken. 
Nachdem schon vorher Muskeltonus und Reflexerregbarkeit erhéht 
waren, treten dann deutlich Tetaniesymptome ein. Kalkzufuhr 
per os liBt den Blutkalkgehalt wieder schnell ansteigen, bringt 
die Krankheitssymptome zum Verschwinden, li8t aber Muskel- 
tonus und Reflexerregbarkeit meistens mehr weniger erhdht. 
1,5 Liter Milch und Brot geniigen nicht zur Verhiitung des 





os tt CO 8S Fh BE” 





Einflu8 einer kalkreichen Nahrung usw. 189 


Ausbrechens der Krimpfe. Muskelarbeit begiinstigt dieses 
Ausbrechen. Auch nach 7 Monaten Behandlung mit kalk- 
reicher Nahrung ist noch keine Kompensation der Epithel- 
kérperchenfunktion eingetreten, weniger kalkreiche Nahrung 
fihrt wieder zu Krimpfen. Subcutane Kalkzufuhr fihrt schnell 
gur Heilung. Die Resultate unserer Arbeit scheinen uns zu- 
gunsten der Auffassung zu sprechen, da eine Stérung im 
Mineralienhaushalt das Primire der Erscheinungen der Para- 
thyreoidexstirpation sei. 








Uber den Kohlehydratstoffwechsel der menschlichen 
Placenta. 
Von 
K. Felix und Kj. von Oettingen. 





(Aus dem Physiologischen Institut und der Frauenklinik der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1925.) 


Die Hauptaufgabe der Placenta besteht in der Vermitt- 
lung des Stoffaustausches zwischen dem kindlichen und miitter- 
lichen Blut. Ob sie dabei lediglich Durchgangsort ist oder 
ob sie die passierenden Substanzen auch verindert und somit 
ein Glied in der Kette der Stoffwechselprozesse zwischen 
Mutter und Kind bildet, ist noch fraglich. Gewisse Be- 
funde lassen zwar vermuten, daB sie im EKiwei8stoffwechsel 
des Fétus eine Rolle spielt. Daneben dient sie auch als 
Speicherorgan fiir Kohlehydrate, Eiwei® und wahrscheinlich 
auch Lipoide. 

Zur Priifung und Ausarbeitung der Methodik haben wir 
uns zunichst auf den einfacheren Kohlehydratstoffwechsel be- 
schrinkt. Die Placenta speichert immer Glykogen, in den 
ersten Monaten reichlich, in den spiteren weniger.') Offenbar 
ist die fétale Leber erst in der zweiten Halfte der Schwanger- 
schaft in der Lage, geniigend Glykogen fir die Bediirfnisse 
des wachsenden Organismus zu deponieren. In den aus- 
gestoBenen reifen Placenten ist der Glykogengehalt nur noch 





) Hofbauer in Sammlung klinischer Vortrige von Volkmann 
Nr. 166. 
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gering. Wir fanden ihn, wenn das Organ sofort nach der 
AusstoBung verarbeitet wurde, zu 0,1 bis 0,2°/, des feuchten 
Gewichts. Lat man es einige Zeit erst liegen, so nimmt er 
rasch ab, abnlich wie in der Leber und den Muskeln unter 
der Wirkung des Sauerstoffmangels. Innerhalb von 2 Stunden 
sank der Glykogengehalt bei einer Placenta von 0,1 auf 
0,03 °/, ab. Das Glykogen wird durch eine Diastase, die von 
verschiedenen Autoren’) iibereinstimmend in der Placenta nach- 
gewiesen wurde, mobilisiert. 

Wir haben dann frische Placenten von den Nabelarterien 
her durchblutet und der Durchblutungsfliissigkeit Trauben- 
zucker zugesetzt. Kine Vermehrung des Glykogens fand 
dabei nicht statt. Vielleicht sind die experimentellen Be- 
dingungen fiir die Glykogenbildung in der kurzen Versuchs- 
zeit (45 Minuten) nicht giinstig oder ist die Placenta nicht 
darauf eingestellt, Traubenzucker aus dem fétalen Blut auf- 
zunehmen und als Glykogen zu speichern, Normalerweise wird 
sie ihn nur vom miitterlichen Blut angeboten bekommen. 

Dagegen konnten wir von dem zugesetzten Traubenzucker 
nach der Durchblutung regelmiBig nur einen Teil wieder ge- 
winnen. Kin Rest verschwand. Die kleinste Abnahme betrug 
18 °/,, die gréBte 38°/,. Dieselbe Beobachtung machten auch 
Liepmann und Bergell?) und zeigten weiter, daB sie auf 
die Tatigkeit eines glykolytischen Fermentes zuriickzufihren 
ist. Wir glauben, da8 sie zum Teil auch rein mechanisch 
bedingt ist. Wir haben nach der Durchblutung das Organ 
mit Ringerlésung nachgespilt, bis die ablaufende Fliisssigkeit 
klar war. LieB man es dann liegen, so trat zu der Venen- 
kaniile noch eine kleine Menge Fliissigkeit aus, die immer 
etwas Zucker enthielt. 

Eigentiimlich ist die Wirkung des Insulins auf diesen 
Vorgang. Wir haben verschiedene Versuche ausgefihrt, bei 
denen wir der Durchblutungsfliissigkeit neben Traubenzucker 





1) Siehe dariiber Kiyomitsu Maeda. Biochem. Zs. Bd. 143, 
S. 347 (1928). 
*) Miinch. med. Woch. 1905 Nr. 46; Zs. f. Geb. Bd. 54, 8. 866 (1905). 
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noch Iloglandol zugesetzt haben. Unter diesen Umstiinden 
fanden wir nicht nur keine Abnahme des Zuckers, sondern 
meist eine Zunahme. Das Glykogen geht dabei nicht zuriick. 
Von dieser Seite kann das Mehr an Zucker nicht kommen. 
Auch dirfte der Glykogengehalt an sich zu gering sein, um 
es liefern zu kénnen. Wir haben den Zucker nach Bertrand 
bestimmt, d. h. eigentlich nur die Reduktionsfihigkeit der 
eiweiBfreien Durchleitungsfliissigkeit. Es ware nun méglich, da8 


unter dem Einflu8B des Insulins durch Abbau des Zuckers mehr : 


reduzierende Substanzen gebildet werden, etwa Methylglyoxal, 
Brenztraubenséiure oder Acetaldehyd. Aus einem Molekiil 
Traubenzucker wiirden dann zwei reduzierende Molekiile ent- 
stehen. Dieser Vorgang ist an die Gegenwart von Sauerstoff ge- 
bunden. Bei Fehlen von Sauerstoff oder Hemmung der Oxydation 
durch Blausaure dirfte durch Insulin die Reduktionsfihigkeit bei 
Traubenzucker-Durchblutungen nicht mehr erhéht werden. Das 
war auch tatsichlich der Fall. Setzten wir gleichzeitig mit 
dem Insulin und dem Traubenzucker Cyankali zu, so fielen 
die Versuche gerade so aus, wie wenn mit Traubenzucker allein 
durchblutet worden wire; d. h. es wurden nur 62—78 °/, des 
zugesetzten Zuckers wiedergefunden. Bei Versuchen mit 
Traubenzucker allein hat der Zusatz von Cyankali auf die 
Abnahme des Zuckers keinen Einflu8. Die Oxydation ist zwar 
gehemmt, aber die glykolytische Zerlegung, die nicht an Sauer- 
stoff gebunden ist, kann noch stattfinden. Man bekommt also 
den EKindruck, daB das Insulin den oxydativen Abbau des 
Zuckers in der Placenta férdert. Da8 er zum Teil bei den 
reduzierenden Zwischenprodukten stehen bleibt und nicht voll- 
stindig bis zu Kohlensiure und Wasser durchgeht, liegt wohl 
daran, daB die Atmung der Placenta gering ist. Nach Rech) be- 
trigt ihr Sauerstoffverbrauch pro Minute und Kilogramm 0,71 ccm, 
eine Placenta von 500 g hatte dann in der Durchblutungszeit 
von 45 Minuten einen Sauerstofiverbrauch von 16 ccm. Fir 
die vollstindige Verbrennung von 0,5 g Traubenzucker, eine 
Menge, um die der Zucker oft abgenommen hat, wiren etwa 





') Zs. f. Biol. Bd. 80, S, 231 (1924). 
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366 ccm ndtig. Ohne Insulin wird der gréBere Teil des ver- 
schwundenen Zuckers nur glykolytisch gespalten und nur zum 
kleinen Teil oxydiert. 


Experimenteller Teil. 


Die Methodik der Durchblutung haben wir bereits in 
einer kurzen vorlaiufigen Mitteilung*) beschrieben, so daB hier 
darauf verzichtet werden kann. Es sei nur darauf hingewiesen, 
daB die Placenten sofort nach der AusstoBung verwendet 
wurden. Sie wurden zunachst mit Ringerlésung ausgespilt, um 
zuriickgebliebenes gerinnungsfihiges Blut zu entfernen. Sowie 
die abflieBende Flissigkeit klar war, wurde mit dem eigent- 
lichen Versuch begonnen. Als Durchstrémungsfliissigkeit be- 
nitzten wir geschlagenes und koliertes Nabelschnurblut, oder 
wenn es nicht ausreichte, defibriniertes Rinderblut, das mit 
dem gleichen Volum Ringerlésung verdiinnt wurde. Das Ge- 
samtvolum betrug 500—750 ccm. In beide Nabelarterien 
wurden Kaniilen eingefiihrt, die mit dem Schlauch der Pumpe 
durch ein T-Rohr verbunden waren. Man kann auch von einer 
Arterie aus das ganze Organ durchbluten. Die meisten Pla- 
centen hielten dicht und lieben auf der Haftfliche keine 
Flissigkeit austreten. Undichte Exemplare wurden aus- 
geschieden. Hinterher wurde wieder mit Ringerlésung nach- 
gespilt. Etwa 1 Stunde nach AusstoBung der Placenta 
waren die Versuche beendet. Der eigentliche Versuch dauerte 
45 Minuten. Wir haben nur so kurz durchblutet, um Sté- 
rungen durch autolytische Prozesse oder durch Schidigungen 
der Placenta, die nicht zu vermeiden waren, méglichst ein- 
zuschranken. Gegen Schlu8 der Durchblutung trat ein leichtes 
Odem ein. Ein Teil der Flissigkeit wurde zuriickgehalten. 
Wie bereits erwihnt, floB beim Liegen noch etwas Fliissigkeit 
ab. Um einen ungefahren Anhalt iiber die GréBe der mecha- 
nischen Verluste zu bekommen, setzten wir in einem Versuch, 
iiber dessen Ausfiihrung bereits frither berichtet wurde, der 
Durchstrémungsfliissigkeit Jodkali zu. Von dem zugesetzten 





) Mon.-H. f. Geb. u. Gyn. Bd. 67, 8. 41 (1924). 
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Jodkali fanden wir 86°/, wieder. 14°/, sind in der Placenta 
zuriickgeblieben. Vom Traubenzucker sind 18—38°/, ver- 
schwunden, wovon also ein nicht unbetrachtlicher Anteil 
durch mechanische Ursachen bedingt ist. 

Bei den Versuchen iiber den Glykogengehalt der Placenta 
haben wir nach dem Auswaschen einen Teil des Organs mit 
einer Magenklemme abgeklemmt, abgeschnitten und sofort auf 
Glykogen verarbeitet. Der zuriickgebliebene Teil wurde durch- 
blutet und nachher in ihm ebenfalls das Glykogen bestimmt. 
Vorher haben wir uns an einem andern Organ iiberzeugt, dab 
das Glykogen in der Placenta gleichmaBig verteilt ist. Wie 
bereits hervorgehoben, nimmt in dem liegenden nicht durch- 
bluteten Organ das Glykogen rasch ab. Das Glykogen haben 
wir nach Pfliger isoliert, zu Traubenzucker mit Salzsiure 
hydrolysiert, und diesen nach Bertrand titriert. Die gefun- 
denen Werte wurden auf das Gewicht der Placenta vor dem 
Versuch umgerechnet. 

Bei den Versuchen mit Blausiure setzten wir der Durch- 
blutungsflissigkeit so viel Cyankali zu, daB seine Konzentration 
0,004 molar war. Es wurde jeweils frisch aufgelést und mit 
Essigsiure neutralisiert. Das abflieBende Blut blieb in diesen 
Versuchen hellrot. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in den nachstehenden 
Tabellen zusammengefaBt. Bei der Ausfiihrung eines Teils 
der Versuche erfreuten wir uns der Unterstiitzung von Herrn 
Dr. Hazama. 




















L 
Traubenzucker 
Versuch zugesetzt wiedergefunden 
Nr. g ae & | ho paces 
1 9 1 6 80 
4 10 7,5 15 
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Il. 
Traubenzucker 
Versuch zugesetat wiedergefunden Insulinzusatz 
Nr. g . 24. % ccm 
10 0 0 eee 0,25 
s 10 10,8 108 0,25 
9 10 10,4 104 0,25 
14 2 1,9 95 0,20 
15 2 2,25 112 0,20 
16 2 248 | (124 0,20 
IIT. 
Traubenzucker Glykogengehalt 
| ~} Insulin- 
Versuch | zugesetzt| wiedergefunden vor | nach re 
der Durchblutung 
Nr. g g “l 7, | % | com 
20 0 0,05 a8 0,05 | 0,05 0,20 
17 2 2,04 102 0,02 0,06 0,20 
18 2 oes =o 0,11 0,09 0 
li 10 1,8 18 0,26 0,18 0 
19 2 1,96 98 0,14 0,13 0.20 
IV. 
Nach Vergiftung mit Blausiure. 
Traubenzucker 
Versuch zugesetat wiedergefunden Insulinzusats 
Nr. g g | *, eem 
21 1,6 1,15 72 0 
24 (1,6 0,99 62 0 
25 8 1,24 78 0 
22 ‘1,6 1,23 7 0,60 
23 w= 1,6 1,05 66 1,80 
BT aay 1,13 70 1,0 


























Uber die Bildung von Milchsiure und von Phosphorsdure 
in der Driise. 


Von 


Ernst Schmitz und Friedrich Chrometzka. 





(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1925.) 





In die groben Umrisse, die uns die Gesamtstoffwechsel- 
versuche von dem physiologischen Geschehen im tierischen 
Organismus entwerfen, haben eine Reihe von Einzelziigen ein- 
gezeichnet werden kénnen, indem das chemische Verhalten der 
einzelnen Organe unter verschiedenen physiologischen Be- 
dingungen untersucht wurde. Im iiberlebenden Zustand, in 
verschiedenen Zerkleinerungsgraden und in OrganpreBsaften 
sind verschiedene Stufen des chemischen Arbeitsvermégens er- 
halten und auf verschiedenen Wegen nachzuweisen oder quanti- 
tativ auszuwerten. So ist es gelungen, an einzelnen Stellen 
die Reaktionen aufzudecken, die sich vollziehen, bis aus der 
linken Seite der Stoffwechselgleichung die rechte geworden ist. 

Besonders klar tritt das am Beispiel der Skelettmuskulatur 
hervor. Wenn urspriinglich die Gesamtstoffwechselversuche 
uns zeigten, daB die Muskelarbeit mit einem gewaltigen Mebhr- 
verbrauch an Niéhrmaterial und an Sauerstoff und mit einer 
entsprechenden Produktion an Kohlenséure, an mechanischer 
Arbeit und Warme einhergeht, so haben neuere Untersuchungen, 
die wir vor allem ‘A. V. Hill, Verzar und Meyerhof}) ver- 





1) A. V. Hill, Zahlreiche Arbeiten Jl. of Physiol. Bd. 46, S. 28, 81 
(1918) und Ergebnisse der Physiologie Bd. 15, 8. 314 (1916). — Verzar, 
Ergebnisse der Physiologie Bd. 15, S. 1 (1916). — Meyerhof, Pfliigers 
Arch. Bd. 175—195, S. 20, 88 (1919/22); Naturwissenschaften Bd. 8, 
S. 696 (1921). 
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danken, gezeigt, wie sich die Sauerstoffaufnahme, die Warme- 
bildung und die spezielleren chemischen Vorginge auf die ver- 
schiedenen Phasen der Muskelaktion verteilen. Wahrend die 
Warmeabgabe annihernd gleichmaBig auf die Kontraktion 
und Restitution des Muskels verteilt ist, findet die Sauerstoff- 
aufnahme in dieser letzten Phase statt, wihrend die Kontraktion 
nicht von Verbrennungsvorgingen begleitet wird. Diese an- 


scheinend paradoxen Erscheinungen haben eine Aufklarung ° 


gefunden durch das Studium der chemischen Kinzelvorginge, 
welche mit der Muskelarbeit verkniipft sind. 

Aus Untersuchungen, deren einleitendes Stadium vor allem 
an die Namen Fletcher und Hopkins!) geknipft ist, die in 
der Allmihlichen EKinkreisung und endlichen Isolierung der 
chemischen Vorstufe der Muskelleistung durch Em bden gipfelten 
und die von Meyerhof in quantitative Form gebracht und 
mit den Ergebnissen der Gesamtstoffwechselversuche verglichen 
wurden, wissen wir, daB der ruhende Muskel die auch aus der 
Giarungsphysiologie bekannte Fructosediphosphorsiure enthilt, 
daB diese wihrend der Kontraktion in 2 Mol. Milchsiure und 
2 Mol. Phosphorsiure zerfallt und in der Restitutionsphase 
aus Kohlehydrat und Phosphorséure wiederaufgebaut wird. 
Wahrend der Kontraktion wird also auf rein chemischem Wege 
nur durch Spaltungsvorginge Energie frei. In der Erholung 
wird ein Teil der entwickelten Milchsiure verbrannt, die hierbei 
gewonnene Energie erscheint aber nur zum Teil als Warme, 
zum anderen wird sie zum Wiederaufbau von Traubenzucker 
aus Milchsiure und von Fructosediphosphorsiéure aus diesem 
und der vorher abgespaltenen Phosphorsiure verwendet, 

Ganz Ahnliche Verhiltnisse, wie beim Muskel, ergaben 
sich nun auch bei der Driise. Schon die ersten Forscher, die 
sich eingehender mit diesem Problem beschiftigten, Chpuveau 
und Kaufmann, sahen, daB die Parotisdriise des Pferdes ebenso 
wie der gleichzeitig untersuchte Muskel, der Masseter, schon 





1) Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, 8. 247 (1907); 
Bd. 48, S. 286 (1911). — Embden u. Mitarbeiter, Zahlreiche Arbeiten, 
Biochem. Zs. Bd. 45, S. 45 ff. (1912); Diese Zs. Bd. 93, S. 98, 118 i 
Med. Klinik 1913, Nr. 30. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 14 
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in der Ruhe dem Blute Sauerstoff entzieht und Kohlensiure 
abgibt. Gleichzeitig findet eine Aufnahme von Zucker aus 
dem Blute statt.1) Chauveau und Kaufmann haben diese 
GréBen bestimmt und zueinander und zu den am Muskel er. 
mittelten Zahlen in Beziehung gesetzt. Dabei ergab sich, daf 
der Gaswechsel der Driise in der Ruhe (die Summe von Sauer- 
stofiverbrauch und Kohlensiureabgabe) einen 3,5 mal kleineren 
Wert hat, als der des Muskels und daB die Zuckeraufnahmen 
beider Organe ziemlich genau in demselben Verhiltnis stehen. 
Wurden nun beide Organe durch 10 Min. langes Kauen von 
Hafer gleichzeitig in Tatigkeit versetzt, so stieg in beiden der 
Gaswechsel und der Zuckerverbrauch an, aber auch hier wieder 
waren die Erscheinungen beim Muskel viel umfangreicher, als 
bei der Driise und die erhaltenen Zahlen waren dort etwa 
5,5 mal gréBer, als hier. Die verinderte Strémungsgeschwindig- 
keit des Blutes waihrend der Tatigkeit wurde bestimmt und in 
Rechnung gesetzt. Eine Messung des sezernierten Speichels 
war unter den Bedingungen des Versuchs nicht méglich, die 
Einsetzung der durch seine Ausscheidung eingetretenen Ver- 
ringerung des Blutvolumens wiirde aber das Ergebnis nur zu- 
ungunsten der Driise verschieben. 

Chauveau und Kaufmann kommen zu dem Ergebnis, 
daB der Stoffwechsel der Driise dem des Muskels gleicht, aber 
nur einen Bruchteil von dessen Umfang ausmacht. Fir den 
Muskel stellten sie eine Berechnung des Gesamtumsatzes an, 
fir die Driise, bei der sich die Versuchs- und Interpolations- 
fehler wegen der kleineren absoluten Werte starker auswirken 
miissen, unterlieBen sie eine derartige Berechnung. In dieser 
Richtung sind spater Barcroft und seine Schiiler Piper und 
Kato, sowie Anrep weiter vorgedrungen. Barcroft und 
Piper?) untersuchten den Gaswechsel der Submaxillarisdriise 
bei Katzen. Sie fanden, daB die Reizung der Driise durch 
Adrenalin oder von der Chorda tympani aus von einer Steigerung 





1) M. A. Chauveau et M. Kaufmann, Sur la calorification des 
organes en repos et en travail, C. R. Bd. 103, S. 974, 1057, 1158 (1886). 

*) J. Barcroft u. H. Piper, The gaseous metabolism of the salivary 
gland. Jl. of Physiol. Bd. 44, S. 259 (1912). 
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der Sauerstoffaufnahme gefolgt ist, die im letzteren Fall die 
Sekretionstitigkeit um bis zu 10 Min. iiberdauert. Bei schlechtem 
Zustand der Driise zieht sich die Oxydationsperiode im all- 
gemeinen linger hinaus, als bei gutem. In diesem Falle trifft 
das Maximum der Sauerstoffaufnahme nicht mit dem der 
Sekretion zusammen, sondern liegt spiter. Barcroft und 
Piper schlieBen aus ihren Versuchen, dab die Driise ebenso 
wie der Muskel ein Mechanismus ist, in dem die Oxydations- 
vorginge dazu dienen, einen Vorrat an potentieller Energie 
wieder aufzufiillen, der bei der Sekretion umgesetzt wird. 
Das gegenseitige Verhiltnis der Sekretions- und Oxydations- 
maxima wurde von Barcroft und Kato!) genauer analysiert. 
Nach Pilocarpinreizung ergaben sich 2 Oxydationsmaxima, von 
denen das eine mit dem der Sekretion zusammenfiel, wahrend das 
andere erst 1 Stunde spiiter eintrat. In den spateren Sekretions- 
stadien ist der Speichel verschiedener vom Blute als zu Anfang, 
die aufzuwendende Sekretionsarbeit also gréBer, ein Umstand, 
der vielleicht das zweite Maximum mitverursachen kénnte. 
Auf den Versuchen von Barcroft baute Anrep weitere Experi- 
mente und Berechnungen auf, in denen er den Sauerstoff- und 
Kohlehydratverbrauch gegeneinander abwog.*) In der Ruhe 
dient anscheinend der gesamte Sauerstoffverbrauch zur Ver- 
brennung von Kohlehydrat: der Zuckerverbrauch der ruhenden 
Drise betrigt pro Gramm und Stunde im Mittel 2,07 mg, die 
Sauerstofiaufnahme wird von Barcroft unter den gleichen 
Begrenzungen mit 1,2 com angegeben, einer Menge, die zur voll- 
stindigen Verbrennung von 1,8 mg Glucose ausreicht. Anders 
scheint es waihrend der Sekretionstatigkeit zu sein. Pilocarpin 
bewirkt eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs, die der Menge 
des produzierten Speichels in weiten Grenzen proportional ist 
und die fir 1 ccm abgegebenen Speichels 0,6 ccm betragt. Zur 





1) J. Barcroft u. T. Kato, Effects of functional activity of striated 
musele and submaxillary gland. Philos. Transactions of the Society of 
London, Ser. B., Bd. 207, S. 149 (1916). 

%) V. Anrep u. R.K. Cannan, The blood sugar metabolism of 
the submaxillary gland. Jl. of Physiol. Bd. 56, S. 248 (1922); Bd. 57, 
S. 1 (1928). 
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Hervorbringung der gleichen Leistung ist andrerseits eine 
Mehraufnahme von 1,5 mg Glucose erforderlich, so daB wahrend 
der Driisenarbeit mehr Glucose aufgenommen, als verbrannt 
wird. Das Maximum des Zuckerverbrauchs fallt denn auch 
immer mit dem der Sekretion zusammen, nach dem Aufhéren 
der Sekretion kehrt der Zuckerverbrauch sofort zum Rubewert 
zurick. Mit der reduzierenden Substanz des Speichels hat 
der wihrend der Sekretion aufgenommene Zucker augenschein- 
lich keinen Zusammenhang.?) 

Da ein Teil des aufgenommenen Zuckers wihrend der 
Driisenarbeit ohne entsprechenden Sauerstoffkonsum  ver- 
schwindet, legen schon diese Versuche den SchluB nahe, dab 
die eigentliche Sekretionsarbeit sich ohne Sauerstoffverbrauch 
voliziehen kann, wie das auch bei der Arbeit des Skelettmuskels 
der Fall ist. Wir besitzen aber auch eine Reihe von ex- 
perimentellen Untersuchungen, die diesen Schlu8 unmittelbar 
ziehen lassen. 

Demoor?) sah gelegentlich von Untersuchungen iber 
sekretionsférdernde Stoffe in der Driise die Sekretion auch dann 
geordnet und reichlich weitergehen, wenn die Durchstrémungs- 
fliissigkeit mit Kohlensiure gesittigt war. In anderen Fallen 
schien es allerdings, als ob der Sauerstoff eine die Sekretion 
begiinstigende Wirkung ausiibe. 

Bottazzi*) brachte die hintere Speicheldriise von Octopus 
durch Reizung vom Nerven aus zur Sekretion, nachdem er ihr 
entweder durch Evakuieren des AufbewahrungsgefaiBes auf 
18 mm oder durch Vergiftung mit Natriumcyanid die Méglich- 
keit zur Durchfihrung von Oxydationen genommen hatte. 
Bottazzi kommt zu dem Schlusse, daB zum mindesten die 
eigentlichen Sekretionsprozesse in Gegenwart von Natrium- 





*) V. Anrep, The metabolism of the reducing substance of the 
submaxillary gland. Jl. of Physiol. Bd. 57, S. 7 (1928). 

*) Demoor, Le mécanisme intime de la sécrétion salivaire. Archives 
intern. de physiol. Bd. 18, 8. 187 (1913). 

*) F. Bottazzi, Ricerche sulla ghiandola salivare posteriore dei 
cefalopodi. Rendiconti della R. Accademia dei Lincei (5) Bd. 29, S. 32 
(1920). 
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cyanid in Konzentrationen bis zu 1:10000 ungehindert vor 
sich gehen kénnen. Die ermiidete Driise gewann beim Aus- 
waschen mit Seewasser ihre volle Arbeitsfahigkeit zuriick. 
Auch Bottazzi nimmt deshalb an, daB in der Drise die 
Energie fiir die Sekretionstitigkeit durch Spaltung komplexer 
Verbindungen beschafft wird, die dann unter gleichzeitigem 
Ablauf von Oxydationen regeneriert werden. 

Wenn auch diese Beobachtungen an der Drie nicht so 
reichhaltig und beweisend sind, wie diejenigen iiber die anaerobe 
Tatigkeit des Muskels, so riicken sie doch sehr die Méglichkeit 
in den Vordergrund, daB der Abbau der Kohlehydrate in der 
Driise in einer Weise vorgehe, die auch in ihren chemischen 
Einzelheiten dem Kreislauf dieser Stoffe im Muskel gleicht. 
Es lag deshalb nahe, zuzusehen, ob der in der Driise an- 
genommene Reservestoff ebenso wie der des Muskels eine 
Kohlehydratphosphorsaure darstellt. In diesem Falle war zu 
erwarten, dab bei der kurzen Autolyse des DriisenpreBsaftes 
oder Driisenbreis Milchsiure und Phosphorsiure frei wiirden 
und zwar in Aquimolekularem Verhiltnis, wenn der Zerfall 
von Hexosephosphorsiure der einzige Milchsiure und Phosphor- 
siure liefernde Proze8 war. Fanden jedoch neben diesem 
noch andere Vorginge statt, bei denen Milchsaure oder Phosphor- 
siure oder beide gebildet wurden, so konnte wenigstens in 
Versuchen mit Zusatz von Hexosephosphorsiure eine Steigerung 
der freiwerdenden Mengen beider Siuren in Aquimolekularem 
Verhaltnis erwartet werden. 


Methodik. 


Fiir unsere Untersuchungen kamen nur die Organe gréBerer 
Tiere und mithin nur Schlachthausmaterial in Frage. Wegen 
der groBen Entfernung des Schlachthofes von Laboratorien er- 
forderte die Herstellung eines PreBsaftes sehr lange Zeit, so 
daB wir mit solchen nur ausnahmsweise zu Kontrollzwecken 
arbeiteten. In der Regel benutzten wir die zuerst von M. Cohn’) 





*) Cohn, Uber Milchsiure- und Phosphorsiurebildung im Karpfen- 
muskel, Diese Zs. Bd. 93, §, 84 (1914). 
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eingefithrte und seither vielfach angewendete Versuchsanordnung 
mit Organbrei. Zur Verwendung kamen in der Regel Sub- 
maxillaris- und Parotisdriisen von Pferden, die sehr leicht zu- 
ginglich sind. Nur einmal nahmen wir Pankreasdriisen, kamen 
aber wieder von ihnen ab, weil von dem Tode des Tieres bis 
zu ihrer Herausnahme zu viel Zeit verstrich. Mit den Speichel- 
driisen konnten wir 10—15 Min. nach dem Tode des Tieres 
den Ansatz beendet haben, da die Leitung des Schlachthofes 
uns in entgegenkommender Weise die Benutzung ihrer Labo- 
ratorien gestattete, wofiir wir Herrn Dr. Franke auch an 
dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank sagen michten. 

Die Driisen wurden schnell vom Blut und anhaftenden 
Gewebe befreit, durch einen stark gekiihlten Wolf getrieben 
und der Driisenbrei gut durchgemischt. Die Zusammensetzung 
der einzelnen Ansitze war in der Regel die folgende: 1 Teil 
Driisenbrei, 1 Teil Ringerlésung, einschlieBlich 10 ccm 2°/,ige 
Natriumbicarbonatlésung. Etwaige Zusatze wurden spiter bei 
der EnteiweiBung beriicksichtigt und ausgeglichen, Die Kontroll- 
proben (A) wurden sofort, die Versuchsansitze (B) nach 1?/, stiin- 
diger Bebriitung (Abweichungen sind in der Tabelle vermerkt) 
nach Schenck enteiweiBt, indem 2 Teile 2°/,ige Salzsiure und 
2 Teile 5°/,ige Sublimatlésung zugefiigt wurden. 

Die gefallten Ansitze wurden in unser Laboratorium ge- 
bracht, wo sie bis zum folgenden Tage stehen blieben. Sie 
wurden dann abgesaugt, das Filtrat durch Schwefelwasserstoff 
von Quecksilber und durch einen Luftstrom von Schwefelwasser- 
stoff befreit und abermals filtriert. Aliquote Mengen des 
Filtrats dienten zu den einzelnen Bestimmungen. 

Die Phosphorsiure bestimmten wir nach der gravimetrischen 
Mikromethode von Embden}?), die Milchsaure isolierten wir 
durch Ausschiitteln der neutralisierten, mit Ammonsulfat ge- 
saittigten und schwefelsauer gemachten Lésung mit Amylalkohol 
nach Ohlsen.?) : 





1} Embden, Eine gravimetrische Bestimmungsmethode fir kleine 
Phosphorsiiuremengen, Diese Zs. Bd. 118, 8. 138 (1921). 

*) E. Ohlsen, Eine neue Methode zur Extraktion der Milchsiure, 
Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 33, S. 231 (1916). 
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Aus dem Amylalkohol wurde die Milchsaure in Sodalésung 
iibergeftihrt. Dabei gehen kleine Mengen des Amylalkohols in 
die Sodalésung iiber. Da sie bei der nachfolgenden Oxydation 
jodbindende Stoffe liefern, empfiehlt Ohlsen, sie durch Aus- 
schiitteln mit Benzol zu beseitigen. Wir fanden, daB dieses 
Verfahren nicht den gewiinschten Erfolg hat und entfernten 
deshalb den Amylalkohol durch mehrmaliges vorsichtiges Ein- 
engen der schwach alkalischen Lésung von 300 auf 50 ccm. 
Inzwischen haben Firth und Lieben') dhnliche Erfahrungen 
gemacht und sich durch Hntfernung des Alkohols mittels 
Wasserdampfdestillation geholfen. Wir mochten, da unsere 
Versuche schon weit vorgeschritten waren, unsere Arbeitsweise 
nicht mehr andern. Selbstverstindlich haben wir uns mehr- 
fach, tiberzeugt, daB bei unserem Vorgehen Verainderungen im 
Milchsiuregehalt nicht eintraten. Die Bestimmung der Milch- 
siure geschah durch Oxydation zu Acetaldehyd nach v. Fiirth 
und Charnass und Titration des Aldehyds nach Ripper. 
Die Analysen wurden, soweit es das Material zulieB, doppelt 
ausgefihrt. 


Ergebnisse. 

Versuche mit dem ausschlieBlichen Zweck der Bestimmung 
des Milchsiure- und Phosphorsiurezuwachses im Driisenbrei 
ohne Zusatz haben wir nur zu Anfang in kleiner Zahl aus- 
gefiihrt. Solche sind jedoch in allen spateren Versuchen als 
Kontrollen {4, vor und &, nach der Bebriitung) enthalten. Es 
ergab sich, daB immer eine Abspaltung beider Sauren statt- 
fand, wenn Driisenbrei in Ringerlésung unter Bicarbonatzusatz 
90 Min. lang bei 40° stehen blieb. 

Die beobachteten Zunahmen lagen bei der Phosphorsaure 
zwischen 0,024°/, (PreBsaftversuch 21, in dem der Ansatz erst 
2 Stunden nach dem Tode des Tieres beendet war und also 
die Umsetzungen, wie die hohen 4-Werte zeigen, schon sehr 
weit vorgeschritten waren) und 0,1467°/, in Versuch 5, bei 
der Milchséure zwischen 9,0198°/, in dem erwahnten Preb- 





1) Q. Fiirth u. F. Lieben, Uber Milchsiurezerstérung durch Hefe. 
Biochem. Zs. Bd. 128, S. 144 (1922). | 
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saftversuch 21 und 0,1521 in Versuch 8. Die ganz niederen 
Werte gehéren sowohl bei der Milchsiure, wie bei der Phosphor- 
siure zu den Ausnahmen, in der Regel waren die Zunahmen 
bei beiden Saéuren sehr deutlich, wenn auch die beim Skelett- 
muskel vorherrschende Gré8enordnung der Zunahmen nicht 
erreicht wurde. 

In qualitativer Hinsicht verhalten sich somit Driise und 
Skelettmuskel anscheinend ganz gleichartig. Es ergibt sich 
indessen sofort ein Unterschied, wenn man die Mengen der 
neugebildeten Milchsiure und Phosphorsiure in Beziehung zu 
setzen versucht. Wenngleich die gesamte Schwankungsbreite 
der Milchsiure- und Phosphorsiurezunahmen dieselbe ist, zeigen 
doch in den einzelnen Versuchen die Milchsiure- und Phosphor- 
siurezunahmen ein sehr schwankendes, nicht, wie beim Skelett- 
muskel, ein konstantes Verhiltnis. 

Berechnet man fiir die Leeransitze der in den folgenden 
Tabellen enthaltenen Versuche das molekulare Verhiltnis der 
neuaufgetretenen Siuremengen, so ergibt sich, da8 auf 100 Mol. 
Phosphorsaiure an Milchsaéure gebildet wurden: 


In Versuch 2 81 Mol. In Versuch 16 91 Mol. 


oo ae 1 as. 
hoa ee 7 oe: 
” 5 42 5, ” 19 53» 
” T 41 , ” 21 94 ,, 
eo ee a gi ee 
ao ek _ 2m, 
~« 60 18... — Beh 
— a. , + wes 
a 7 ~~ 2 om . 
“si, "em. 
oe ee a ie. 
» (hs 


Nur in 5 von 25 Versuchen, also in 20°/, der Fille, 
wurden Milchsiuremengen gefunden, die um weniger als 10°/, 
von der fir die Aquimolekularitat berechneten Menge abwichen. 
Im iibrigen fanden Abweichungen statt, die nach beiden Rich- 
tungen hin fihrten und stellenweise sehr grobes Ausma8 an- 
nahmen. Die Milchsiurebildung ist in manchen Versuchen 
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bis auf das Dreifache der Phosphorsiure gesteigert. Man kann 
danach nicht annehmen, da die gesamten Mengen beider 
Sauren durch den Zerfall ein und derselben Substanz erzeugt 
werden und muB selbst fir den Fall, daB eine Spaltung von 
Hexosediphosphorsiure einen Teil von ihnen liefert, damit 
rechnen, daB Prozesse nebenher gehen kénnen, die beide Séuren 
oder eine von ihnen in wechselndem Verhiltnis liefern. 

Ob in den gemessenen Mengen von Milchsiure und Phosphor- 
siure Zerfallsprodukte von Hexosediphosphorsiure enthalten 
waren, versuchten wir in Versuchen mit Zusatz dieser Substanz 
zu entscheiden. Falls die Speicheldriise auf die Spaltung von 
Hexosediphosphorsaéure eingestellt ist, muB das diese Um- 
wandlung bewirkende Ferment in dem Driisenbrei enthalten 
sein und aus zugesetztem Substrat die Zerfallsprodukte in 
Aquimolekularem Verhaltnis freimachen. In der Tab. I sind 
die Versuche zusammengefaBt, die wir unter Zusatz von Hexose- 
diphosphorsaure anstellten. 

Die Fructosediphosphorsiure verwendeten wir in Form 
ihres Ammoniaksalzes, das in folgender Weise bereitet wurde: 
1g des Kalksalzes der Saure, das unter dem Namen Candiolin 
in den Handel kommt, wurde in 20 ccm Wasser suspendiert, 
mit so viel Salzsiure versetzt, daB eben klare Lésung eintrat 
und dann mit der nétigen Menge, bei unserem Praparat 0,658 g 


Ammonoxalat in wenig Wasser versetzt. Nach 2stiindigem 


Stehen wurde von dem ausgeschiedenen Calciumoxalat ab- 
zentrifugiert und der mit Ammoniak neutralisierte AbguB auf 
25 ccm aufgefiillt. 

In den beiden letzten Spalten der Tab. I sind die Uberschiisse 
an PO,H, und Milchsiure verzeichnet, die erhalten wurden, 
wenn den Ansiitzen 4, und B, Fructosediphosphorsaure zugefiigt 
war. Es ergibt sich, daB regelmaiBig erhebliche Phosphor- 
siuremengen frei wurden — auf 100 g Organbrei 0,03—0,208 g —, 
daB aber eine Mehrbildung von Milchsaiure nicht stattfindet. 
Nur in einem Falle, in Versuch 4, wurde eine Milchséure- 
bildung gefunden, die die Grenzen der Bestimmungsfehler tiber- 
steigt. Wiahrend also die Driise einen Teil der Phosphorsaure 
aus dem Molekiil der Hexosediphosphorsiure herauslést, ist 
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Tabelle I. 


Versuche mit Zusatz von Fructosediphosphorsiure. 




























































2 Zugesetzte Prozent Phosphorséure in Prozent Milchsiure in Mehrabspaltg. 
m . 
KS Substanz A, B, B,-A,;| Ag B, |B-A,| A, B, |B,-A, A, B, | B,-As PO,H; —— 
2 _ 0,0472|0,0838/0,0861; — | — | — [0,0810/0,2214)0,1404; — | — | — | — | — 
0,42 g Fructose- | 1668 | 0,2208| Mittel |0,1794 | 0,2988 
3| diphosphorsiure | |’ d ’ : 0,0780] 0,0864 | 0,2376 | 0,1512 | 0,0864 | 0.2430 | 0,156610,0175 | 0,0054 
(aus 0,5 g Ca-Salz) 0,1680 | 0,2262 | 0,0555 | 0,1626/0,2994| ’ . : ’ : . : : 
4 desgl. 0,1005 | 0,1566 | 0,0561 | 0,1257 | 0,2112/ 0,0855] 0,1242 | 0,1917 | 0,0675 | 0,1188 | 0,2025 | 0,0837] 0,0294/ 0,0162 
5 desgl. 0,1888 | 0,2826 | 0,1488 | 0,1689 | 0,8487 | 0,1748] 0,0742 | 0,1828 | 0,0581 | 0,0684 | 0,1269 | 0,0685]0,0260) 0,0054 
7 desgl. 0,1348 | 0,2506 | 0,1158 | 0,1604 | 0,3096 | 0,1492] 0,0688 | 0,1120 | 0,0482 | 0,0802 | 0,1309 | 0,0507 | 0,0384 | 0,0075 
12 desgl. 0,1602 | 0,2309 | 0,0707 | 0,1721 | 0,8595 | 0,1874/0,1188 | 0,1728 | 0,0540| 0,1242 | 0,1728 | 0,048610,1167; — 
desgl. 
17 <<a Wad Tit 0,1282 | 0,2075 | 0,0843 | 0,1729 | 0,2845 | 0,1115 | 0,0702 | 0,1984 | 0,1282 | 06,0796 (0,8058 0,1256}0,0272; — 
desgl. 
18 = acck Tob til 0,1710 | 0,2124 | 0,0414 | 0,2125 | 0,2994 | 0,0869] 0,0810 | 0,2038 | 0,1228 | 0,0845 | 0,2025 0,1180)0,0455) — 
desgl. 
19 = suck Tab. tt 0,1228 | 0,2582|0,1854; — — — |0,0553 | 0,1228 | 0,0675 | 0,0769 | 0,1269|0,0500; — — 
29 desgl. 0,1186 | 0,1874 | 0,0738 | 0,1312| 0,2680| 0,1818]0,0856 | 0,1453 | 0,0597 | 0,0891 | 0,1485 |0,059410,0580| — 
I. }0,0922 | 0,3368 0,1127 | 0.4706 0,0482 | 0,1512 0,1566 
33 IT. | 0,0914 | 0,8484 | 0,1508 | 0,1168 | 0,4768 0,8590 0,0378 | 0,1566 | 0,1134 | 0,0851 }0,1512 0,1188]0,2082 | 0,0054 
Mitel: |0,0918 | 0,3426 0,1147| 0,4737 0,0405 | 0,1589 0,15389 
I. |0,0774 | 0,1536 0,2347 0,0405 | 0,0972 | 
34 IT. | 0,0702 | 0,1548 | 0,0804 | 0,0792 | 0,2855 | 0,1559 | 0,0378 | 0,0891 0,059 | — |0,088T; — [0,0765; — 
Mittel : | 0,0738 | 0,1542 0,2351 0,0892 | 0,0931 | | 
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sie anscheinend auf die Verarbeitung des danach verbleibenden 
Restes, der méglicherweise die eine Phosphorsiiuregruppe noch 
enthalt, nicht eingestellt. 


Man kénnte versucht sein, daB Nichtauftreten von Milch- 
siure auf synthetische Prozesse zuriickzufiihren, wie sie Embden, 
Schmitz und Meincke?) in der Kaninchenmuskulatur an- 
gedeutet sahen und wie sie im intakten Muskel eine groBe 
Rolle spielen. Da unsere Breiversuche unter weitgehendem 
AbschluB von Sauerstoff vor sich gingen, ist das Auftreten 
energiebindender Prozesse nicht eben wahrscheinlich. Wir 
haben auch in weiter unten zu erwihnenden Versuchen ge- 
sehen, daB kleine Milchsiéureiiberschiisse, die aus anderen 
Quellen stammten, erhalten blieben. Trotzdem haben wir aber 
auch einen PreBsaftversuch angestellt, um die Bedingungen fir 
eine solche Synthese weiter zu verschlechtern, als das im 
Breiversuch der Fall ist. 


Das Ergebnis dieses Versuchs ist prinzipiell das gleiche, 
wie das der Breiversuche. Auch hier sehen wir eine reich- 
liche Abspaltung von Phosphorsaéure aus zugesetzter Fructose- 
diphosphorsiure, dagegen keine sicher festzustellende Mehr- 
bildung von Milchsiure in dem Ansatz B, mit Zusatz dieser 
Substanz. Die weite Entfernung des Schlachthofes von dem 
Laboratorium der Medizinischen Klinik, in dem wir den Preb- 
saft herstellen mu8ten, brachte es mit sich, daB die 4-Werte 
besonders fiir Milchsiure sehr hoch lagen. Der Kinwand, daB 
wahrend unserer Versuche anfangs aufgetretene Milchsdure 
spater verschwunden sein kénnte, verliert durch diesen Versuch 
weiter an Wabrscheinlichkeit. 


Wihrend wir unseren Versuchen einen Hinweis darauf, 
daB in der Driise die Kohlehydrate iiber Hexosediphosphor- 
siure abgebaut wird, nicht entnehmen kénnen, kommt Camis?) 





1) G@. Embden, E. Schmitz u. P.Meincke, Uber den Einflu8 
der Muskelarbeit auf den Lactacidogengehalt der quergestreiften Musku- 


latur. Diese Zs. Bd. 113, S. 10 (1921). 
2) M. Camis, Sur le métabolisme de l’acide phosphorique dans la 


glande sousmaxillaire. Archives intern. de physiol. Bd. 22, 8. 345 (1924). 
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in einer nach Abschlu8 unserer Versuche erschienenen Arbeit 
anscheinend zu einem anderen Ergebnis. Camis beschiftigt 
sich ebenfalls mit der Frage, ob der Arbeitsstoffwechsel der 
Speicheldriise durch Umsatz von Lactacidogen bestritten wird. 
Er geht bei seinen Versuchen folgendermaBen vor: Von den 
beiden Submazxillarisdriisen eines Hundes wurde die eine nach 
Kihlung durch Eiskompressen sofort exstirpiert, die andere, 
nachdem sie 10 bzw. 20 Min. lang von der Chorda tympani 
aus faradisch gereizt war. In beiden Driisen wurde der Gehalt 
an anorganischer Phosphorséure bestimmt. Es gelang, sowohl 
in der ermiideten Driise, als auch in dem aus ihr abflieBenden 
Blut Steigerungen derselben nachzuweisen, die zwar den Aus- 
gangswerten gegeniiber absolut klein waren, aber prozentisch 
stark ins Gewicht fielen. Camis zieht aus seinen Unter- 
suchungen allerdings nur den SchluB, daB ,dans les glandes 
aussi, comme dans les muscles, existe une substance complexe, 
dont provient, par clivage, l’acide phosphorique, que nous 
voyons apparaitre en quantité majeure a l’état de l’activité 
fonctionelle“. Es ist aber aus dem iibrigen Texte seiner Arbeit 
ersichtlich, daB er dabei offenbar zunaichst an eine Spaltung 
von Lactacidogen denkt, z. B., wenn er S. 353 die Absicht 
ausspricht ,de déterminer, si pendant l’activité glandulaire il 
y a clivage de lactacidogéne, en prenant comme signe de ce 
clivage éventuel, l’apparition d’acide phosphorique libre“. . 
Wir méchten demgegeniiber bemerken, daB der bloBe 
Befund einer Phosphorsiureabspaltung nicht unter allen Um- 
stinden als Kriterium fir einen stattfindenden Lactacidogen- 
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II. 
versuch. 
Prozent Milchsiure in , Mehrabspaltg. von 
4 | BR |B-4| 4 | B | B-4,| PO, | ee 
0,1692 | 90,1890 | 0,0198 ; 0,1692 | 0,1917 | 0,0225 | 0,0708 | 0,0027 
| 0,1692 | 0,1890 | 0,0198 | 0,1692 | 0,2025 | 0,0333 | 0,0237 | 0,0185 


























zerfall geniigt. Eine solche Abspaltung wurde beim Skelett- 
muskel erst dann als MaB der Lactacidogenspaltung genommen, 
als besondere, ausgedehnte Versuche erwiesen hatten, daB im 
MuskelpreBsaft keine einzige der in Frage kommenden organi- 
schen Phosphors&ureverbindungen Phosphorsiure abspaltet. 
Solange bei der Untersuchung eines neuen Objektes diese 
Vorfrage nicht im gleichen Sinne beantwortet ist, kann als 
Beweis fiir das Vorliegen einer Lactacidogenspaltung nur die 
Aquimolekularitat der freiwerdenden Milchsaure- und Phosphor- 
siuremengen und deren Steigerung im gleichen Verhiltnis bei 
Zusatz von Fructosediphosphorsiure benutzt werden. Im Falle 
der Speicheldriise ist nun die erwahnte Vorfrage in der Tat 
anders zu beantworten. Unsere weiteren Versuche zeigen, daB 
hier in betrichtlichem Umfange Phosphorsiure aus anderen 
Quellen frei wird. Wir kénnen demnach in den bisherigen 
Versuchen von Camis keinen Beweis fiir einen Lactacidogen- 
zerfall in der arbeitenden Speicheldriise erblicken. 

Nachdem es uns nicht gelungen war, den Ursprung der 
im Driisenbrei auftretenden betrichtlichen Milchsiure- und 
Phosphorséuremengen auf eine Spaltung von Hexosediphosphor- 


siure zuriickzufiihren, haben wir uns nach anderen Quellen — 


der beiden Siuren umgesehen. Als solche fiir Phosphorsiure 
kommt in der Driise als einem sehr zellreichen Organ in 
erster Linie die Nucleinsiure in Frage. Diese Substanz 
enthalt zugleich ebensoviel Kohlehydrat-, als Phosphors&ure- 
molekiile und kénnte daher auch zur Entstehung von Milch- 
siure Veranlassung geben. Allerdings ist (bis jetzt) tiber den 
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Tabelle III. 


Einflu8 von tierischer Nucleinsiure auf die Phosphorsdéure- und Milchsiurebildung im Driisenbrei. 












































5 Prozent Phosphorsiure in Prozent Milchsiéure in Mehrbldg. v. 
E Zusatz ou A,u. By) A, | B, | B.-A, Ay | B, | B-Ay A, | B, | B.-A, A, B; | B-As ot at Milch- 
> (ohne Zusatz) (mit Zusatz) (ohne Zusatz) (mit Zusatz) ae siure 
1. 2. 3. 4, 5. 6 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 

10 0,24 g tier. Nucleins.| 0,1540/ 0,2146 | 0,0606 | 0,1667 | 0,2469 | 0,0801| 0,0702 | 0,1269 | 0,0567 | 0,0756 | 0,1481 | 0,0675] 0,0195| 0,0108 
11 . 0,1508 | 0,2156| 0,0648 | 0,154 |0,2794 | 0,160] 0,0810| 0,1431 | 0,0621 | 0,0918 | 0,1890| 0,0972] 0,0611| 0,0351 
18 _ 0,1154 | 0,1689| 0,0535 | 0,1219 | 0,1965 | 0,0745 | 0,0756 | 0,1512 | 0,0756 | 0,0816 | 0,1674 | 0,0864] 0,0210| 0,0108 
14 i, 0,1211 | 0,1923/ 0,0712| 0,1602|0,2556 | 0,0954]0,0472 | 0,1161 | 0,0688 | 0,0702 | 0,1512|0,0810] 0,0242/ 0,0121 
15 so 0,1221 | 0,1721 | 0,0500 | 0,1359 | 0,2107 | 0,0747] 0,0756 | 0,1080 | 0,0824 | 0,0810|0,1255 | 0,0445]0,0248 | 0,0121 
17 ‘ 0,1282 | 0,2075 | 0,0848 | 0,1285 | 0,2418 | 0,1132]0,0702| 0,1984 | 0,1282|0,0742 | 0,2160 | 0,1418] 0,0289 | 0,0135 
18 ‘ 0,1710 | 0,2120| 0,0410 | 0,1806 | 0,2422 | 0,0616]0,0810 | 0,2038 | 0,1228 | 0,0796 | 0,2133 | 0,1337 | 0,0206 | 0,0107 
19 |0,48¢ tier. Nucleins.] 0,1228 | 0,2581 | 0,1853| 0,1194|0,3229 | 0,2085 | 0,0553 | 0,1228 | 0,0675 | 0,0621 | 0,1649 | 0,1028] 0,0681 | 0,0851 
22 g 0,1582| 0,2022| 0,0439 | 0,1582] 0,2600| 0,101 7] 0,0567 | 0,1336 | 0,0769 | 0,0567 | 0,1606 | 0,1089] 0,0577 | 0,0270 
23 e 0,1147 | 0,1869 | 0,0722 | 0,1168 | 0,2201 | 0,1032] 0,0486 | 0,2025 | 0,1539 | 0,0513 | 0,2214/0,1701/0,0310| 0,0162 
28 |0,24 g tier. Nucleing.| 0,1221 | 0,1784/| 0,0563/ 0,1262| 0,2090/ 0,0828] 0,0529 | 0,1498 | 0,0968 | 0,0529 | 0,1633 | 0,1104]0,0265 | 0,0135 
29 . 0,1186 | 0,1878 | 0,0737 | 0,1274 | 0,2571 | 0,1296 | 0,0855 | 0,1452 | 0,0596 | 0,0891 | 0,1782 | 0,0891 | 0,0558 | 0,0294 
80 B 0,1452| 0,2029| 0,0576 | 0,1452 | 0,2260 | 0,0808] 0,0669 |0,1539| 0,0870 | 0,0669| 0,1660|0,0991} 0,0231 | 0,0121 
31 : 0,1279 | 0,1432 | 0,0152 | 0,1279 | 0,1682 | 0,0402] 0,1849 | 0,2457 | 0,0608 |0,1849| 0,2592/ 0,0743]0,0250/ 0,0135 
i ae Naj0,1222 | 0,1785 | 0,0563 | 0,1262 | 0,2082 | 0,0820] 0,0529 | 0,1498 | 0,0969 | 0,0540/ 0,1620 | 0,1080/0,0257 | 0,0112 

eulgen 

32 10,3 g Nucleinsiure |0,1081 | 0,1884 | 0,0803 | 0,1038 | 0,2628 | 0,1590] 0,0756 | 0,1485 | 0,0729 | 0,0810/ 0,1863 | 0,1053]0,0732 | 0,0324 
83 | Dass., 2 Stunden |0,0918/0,3570| 0,2652 | 0,1041 | 0,5045 | 0,4004] 0,0405 | 0,1566| 0,1161 | 0,0851 | 0,1991 | 0,1640]0,1852| 0,0479 
34 | 0,24g Nucleinsiure |0,0738 | 0,1542 | 0,0804 | 0,0684 | 0,1776 | 0,1092] 0,0392 |0,0931 | 0,0539 | 0,0432 | 0,1255 | 0,0823]0,0288 | 0,0284 
85 | Dass., 2 Stunden |0,0984|0,1776/ 0,0792|0,0984 | 0,2480| 0,1446] 0,0675 |0,1634 | 0,0959 | 0,0675 | 0,1799 | 0,1124|0,0654 | 0,0165 
86 10,24 g Nucleinaiiure |0,1140 | 0,1704 | 0,0564| 0,1388 | 0,2244 | 0,0906] 0,0945 | 0,1896 | 0,0446 | 0,0999 | 0,1620/ 0,0621/0,0842/ 0,0175 
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Abbau dieses in freier Form bis jetzt nicht zuganglichen und 
deshalb noch wenig erforschten Kohlehydrats noch nichts be- 
kannt. Im MuskelpreBsaft findet bekanntlich eine Spaltung 
von zugesetzter Nucleinsiure nicht statt. 

In Tabelle III ist eine Ubersicht tiber die Versuche ge- 
geben, in denen wir den Ansitzen 4, und B, tierische Nuclein- 
siure zusetzten. Wir verwendeten im allgemeinen ein Handels- 
praparat (Nucleinséure tierischer Herkunft von Merck), das 
nach der Vorschrift von Levene?) iiber das Kupfersalz ge- 
reinigt war und keine Spur einer Pentosereaktion gab. Zu 
den Versuchen wurde die Saure unter Zusatz der eben ndtigen 
Menge Normalnatronlauge in Wasser gelést und auf 20 ccm 
aufgefiillt. Einen Versuch (28a) konnten wir mit einem reinen 
Priparat von b-nucleinsaurem Natrium anstellen, das uns 
Herr Feulgen freundlichst zur Verfiigung stellte. Wir méchten 
ihm dafiir auch an dieser Stelle unseren besten Dank sagen. 

Es zeigt sich, daB die 4,-Werte mit Zusatz von Nuclein- 
siure im allgemeinen keine merkliche Abweichung von den 
Leerwerten zeigten. Wo kleine Phosphorsiuremengen frei 
wurden, wurden sie bei der Berechnung der Versuche beriick- 
sichtigt. 

Die Stabe 5 und 11 der Tabelle zeigen wieder die Milch- 
siure- und Phosphorsiurebildung in den Leerversuchen und 
ergeben dasselbe Bild, wie die entsprechenden der Tab. I. 
Auch hier sehen wir regelmiBig eine Abspaltung von Miich- 
siure und Phosphorsiure, deren Bedeutung oben schon mit- 
beriicksichtigt wurde. Aus Stab 15 (Differenz der im Leer- 
und Zusatzversuch neu aufgetretenen Phosphorsiuremengen) 
ergibt sich eine Phosphorsiureabspaltung aus Nucleinsiure, 
die sich etwa in denselben Grenzen bewegt, wie die aus 
Hexosephosphorsiure. Sie erreicht in einzelnen Fallen den 
Betrag der Phosphorsiurebildung im Leerversuch. Durch 
diesen Befund wird es ganz unméglich, bei der Speicheldrise 
aus dem Auftreten von Phosphorsdéure auf einen Zerfall von 
Lactacidogen zu schlieBen. 


1) P. A. Levene, Preparation and analysis of animal nucleic acid. 
Journal of biological chemistry, Bd. 53, S. 441 (1922). 
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Tabelleiry. 
A Phosphorsaure 
C Zusatz ye 
KS A, B, B,—A, A, B; By—A 
g | %8e Hofenuclein- | 9 1398 | 0,1806 | 0,0468 | 0,1372 | 0,2267 | 0,089; 


gia | 24g Nuclein- | 4 1980 | 0,1432 | 0,0152 | 0,1280 | 0,1688 | 0,0403 


siure 


sib| %4 oo 0,1280 | 0,1482 | 0,0152 | 0,1280 | 0,1897 | 0,061 
19a a 0,1228 | 0,2581 | 0,1353 | 0,1194 | 0,3229 | 0,2035 


























19h | 48. Nucleinsiure, 


6 Stunden Dauer 


Neben der Phosphorsaurebildung wird nun aufs deut- 
lichste eine solche von Milchsaéure ersichtlich (Stab 16), Sie 
bewegt sich zwischen 0,0107 und 0,0479°/,, ist also von ge- 
ringerer GréBenordnung, als die in den Leerversuchen statt- 
findende, fallt aber weit auSerhalb der Fehlergrenzen der 
Methodik. Die Titrationsunterschiede betrugen bei Verwen- 
dung von 100 ccm Schenckfiltrat zwischen 2B, und B, 
0,9—2,8 com n/20-Jodlésung. Die Versuche 17 und 33 fanden 
gleichzeitig und mit demselben Driisenmaterial statt, wie die 
mit denselben Nummern bezeichneten der Tab.I, in denen bei 
Zusatz von Hexosediphosphorsiure keine Milchsiurebildung 
beobachtet wurde. 

Nach diesen Versuchen wird bei der kurzen Autolyse von 
Speicheldriisenbrei nicht nur das Gefiige zugesetzter Nuclein- 
siure gelést, sondern auch der Kohlehydratbaustein angegriffen 
und unter Freiwerden von Milchsiure abgebaut. An eine Be- 
ziehung der Milchsiure zu den bei der Spaltung der Nuclein- 
siure freiwerdenden Purinkérpern wird man kaum zu denken 
brauchen, Es ist zwar bekannt, daB bei der Synthese des 
Purinkerns im Organismus der Vogel Milchsiure das Material 
fir die mittlere Dreikohlenstoffreihe liefert. Uber eine Um- 
kehrung dieser Synthese ist aber nichts bekannt und speziell 
fiir die Speicheldriise wird sie dadurch unwahrscheinlich, dab 


0,1228 | 0,4288 | 0,8055 | 0,1194 | 0,5252 | 0,4058 
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lle IV. Bp 
Milchsiure Mehrbildung 
M4 | & | B-4| 4 | 3 | 3,4] Phogrhor| Mille 








895MM 0,0354 | 0,0870 | 0,0516 | 0,0405 | 0,0911 | 0,0506 | 0,0427 ~ 


4039 0,1849 | 0,2457 | 0,0008 | 0,1849 | 0,2592 | 0,0748 | 0,0251 0,0185 


} 
Petite ewer si sigma par ahncali ath npc ielien aac Daabaind aA de NN A) ia oe nite CR A 


6119 0.1849 | 0,2457 | 0,0608 | 0,1849 | 0,2686 | 0,0887 | 0,0465 | 0,0280 ag 


035M 0,0553 | 0,1228 | 0,0675 | 0,0621 | 0,1649 | 0,1028 | 0,0682 0,08538 


























058M 0,0563 | 0,137 | 0,0824 | 0,0621 | 0,2011 | 0,1890 | 0,1008 0,0566 


I 


diese erhebliche Mengen von Harnsiure an ihr Sekret abgibt. 
Wir haben aber, um diese Méglichkeit auszuschlieBen, einen 
Versuch mit Hefenucleinsiure unternommen, die die gleichen 
Purinkérper, aber in der Pentose Ribose ein anderes Kohlehydrat 
enthalt, angestellt. Es erscheinen in B, 0,0427°/, Phosphor- 
siure, aber keine Milchsiure mehr, als in B, (Tab. IV, Vers. 8). 
Da die Phosphorsiure in manchen unserer Versuche den 
ganzen, die Milchsiure den halben Betrag der aus der zu- 
gesetzten Menge Nucleinsiure berechneten ausmacht, ist die 
Annahme, daB die Milchsiure auf eine Verunreinigung unseres 
Praparates zuriickgehe, nicht wahrscheinlich. Wir konnten 
aber mit einem von Herrn Feulgen zur Verfiigung gestellten 
Praparat einen Kontrollversuch anstellen, der die gleichen ae 
Zahlen lieferte, wie ein zur selben Zeit mit dem gleichen OF 
Driisenmaterial und mit unserem sonst benutzten Nucleinsiure- 2 Hae 
praparat ausgefiihrter (Tab. III, Vers. 28). Lave 
Durch Verstirkung des Angebots an Nucleinsiure oder 
durch Verlingerung der Versuchszeit kann man die Ausbeuten 
an Milchsiure und Phosphorsiure erhéhen. In Vers. 31 Wee 
(Tab. IV) erhielten wir bei einem Zusatz von 0,24 g Nuclein- © F 
siure 0,0135°/, Milchséure, 0,0251°/, Phosphorsaure, bei 
Zusatz von 0,48 g Nucleinsiure 0,0230°/, Milchsiure und 
0,0465 °/, Phosphorsiure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIV. | 15 
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In Vers. 19 lieferten 0,48 g Nucleinséiure innerhalb der 
gewohnlichen Versuchszeit von 90 Minuten 0,0351°/, Milch- 
siure und 0,0682°/, Phosphorsdéure, innerhalb von 6 Stunden 
0,0567°/, Milchsiure und 0,1003°/, Phosphorsiure. Wir sind 
trotz der mit dieser Anderung der Versuchsanordnung ver- 
bundenen Vergré8erung der Ausbeuten im allgemeinen bei 
unserer alten Methode geblieben, da die Verstirkung der 
Nucleinséure zu Schwierigkeiten bei der weiteren Verarbeitung 
der Ansitze fiihrte und die Verlingerung der Versuchszeit 
die Gefahr bakterieller Infektionen mit sich brachte. 

Selbstverstiindlich haben wir uns die Frage vorgelegt, ob 
die Abstammung der von uns beobachteten Milchsiure- und 
Phosphorsiuremengen aus dem gleichen Nucleinsiuremolekiil 
auch in einem molekularen Verhiltnis der gebildeten Saure- 
mengen zum Ausdruck kommt. Bei der Durchrechnung unserer 
Zahlen stieBen wir auf das eigentiimliche Ergebnis, daB fast 
durchweg halb soviel Milchsiure- als Phosphorsiuremolekiile 
neu aufgetreten sind. Dieses Verhaltnis mu deshalb iiber- 
raschen, weil die Nucleinsiure ebensoviel Kohlehydrat- wie 
Phosphorsaiuregruppen enthalt und deshalb bei einem Abbau- 
typus, wie ihn z. B. die Fructosediphosphorsaure zeigt, doppelt 
so viele Milchsiure- als Phosphorsiuremolekiile zu erwarten 
gewesen wiren. Wir haben dann weiter daran gedacht, daf 
vielleicht beim Abbau der Nucleinsiure in der Driise inter- 
mediir phosphorsaurereichere Produkte auftreten kénnten, wie 
sie Levene und Jacobs?) beim partiellen kinstlichen Abbau 
der Nucleinsiure in Gestalt der Thymin- und Cytosinhexose- 
phosphorsiure erhalten haben. Wir haben auch mit kleinen 
Mengen dieser Séuren, die uns Herr P. A. Levene freund- 
lichst iiberlieB, einen Versuch anstellen kénnen, dessen Er- 
gebnis mit unseren Anschauungen iibereinstimmte. Selbst 
wenn wir aber mit einem Abbau der Nucleinsdure tiber die 
Kohlehydratdiphosphorsiuren rechnen, bleibt das Verhiltnis 
Phosphorséure zu Milchséure noch 1:1, wenn wir nicht die 
weitere Annahme machen wollen, daB das Kohlehydrat der 





*) P. A. Levene u. Jacobs, On the structure of thymus nucleic 
Acid. Journal of biological chemistry, Bd. 12, S. 417 (1912). 
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Nucleinséure beim Abbau nur 1 Mol. Milchsaure liefert. Um 
so weittragende Schliisse zu ziehen, erscheinen uns jedoch 
unsere Schlachthofversuche nicht als ausreichende Grundlage. 
Die Technik der Milchsiurebestimmung ist neuerdings?) so 
verfeinert worden, daS man auch mit geringeren Mengen von 
Material, wie sie in den Organen der iiblichen Laboratoriums- 
tiere zur Verfiigung stehen, auskommt und wir haben uns 
entschlossen, an solchen die Frage nach dem Verhialtnis der 
beiden Siuren erneut zu priifen. 

Es bleibt noch zu erértern, wie sich die von uns gefundene 
Reaktion in das durch die bisherigen Untersuchungen vom 
Stoffwechsel der Speicheldriisen entworfene Bild einfiigt und 
welches ihre besondere biologische Bedeutung sein kénnte. 
Von den Endprodukten des Nucleinsiurezerfalls, wie er in 
unseren Versuchen zutage trat, macht sich die Phosphorsadure 
in den Vorgingen des Gesamtstoffwechsels nicht oder wenigstens 
nicht direkt bemerkbar. Sie kénnte héchstens einmal durch 
Austreibung von Kohlensiure die Resultate der Gasanalysen 
beeinflussen, Die Milchsiure ist auch beim Abbau der Kohle- 
hydrate in anderen Organen das erste Zwischenprodukt und 
der Verlauf des Gaswechsels, wie er beim Muskel gefunden 
und bei der Driise wiedergefunden wurde, ist durch das Auf- 
treten von Milchsiure und ihre teils synthetische, teils oxy- 
dative Verwendung bestimmt. Insofern wiirde also der Abbau 
des Nucleinsiurekohlehydrats mit den Gaswechseluntersuchungen, 
wie sie vor allem Barcroft und seine Schiller durchgefihrt 
haben, harmonieren. 

Schwieriger zu beantworten ist die Frage nach der 
speziellen Bedeutung, die die Reaktion fir den Haushalt der 
Driise besitzt. Es ist klar, da8 in der zell- und damit nuclein- 
reichen Driise die Erneuerung des Nucleinbestandes eine 
gréBere Rolle spielen mu8, als in dem verhialtnismabBig zell- 
armen Muskel, in dem denn auch eine Nucleinsiurespaltung 
gréBeren Umfanges nicht nachgewiesen wurde. Aber auch 
dartiber hinaus scheinen bei der Driise die Dinge weniger 
einfach zu liegen, als beim Muskel. Wenn hier die Vorginge 


1) H. Hirsch-Kaufmann, Diese Zs. Bd. 140, 8S. 25. 
15* 
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des Ruhe- und Arbeitsstoffwechsels identisch sind*), ergeben 
sich bei der Driise aus den obengenannten Untersuchungen 
von Anrep und Cannan Anhaltspunkte, daB in der Art der 
Kohlehydratverarbeitung in Ruhe und Arbeit Unterschiede 
bestehen. Dadurch ergeben sich auch fir die Bedeutung 
einer einzelnen chemischen Umsetzung verschiedene Méglich- 
keiten. Immerhin besitzen wir seit neuerer Zeit einige Unter- 
lagen, um zu untersuchen, ob die Energiemengen, die beim 
Abbau des Nucleinsiurekohlehydrats gewonnen werden, grof 
genug sind, um im Haushalt der Driise eine Rolle zu spielen. 

Steudel?) hat es wahrscheinlich gemacht, daB die ge- 
samte endogene Harnsiure auf den Purinstoffwechsel der Ver- 
dauungsdriisen zuriickgeht. Von dieser Fraktion werden in der 
Regel 0,3—0,5 g in der 24stiindigen Harnmenge beobachtet, 
diese Menge ist aber nicht vollstandig, da die Darmfaulnis 
einen mit ihrer Intensitét wechselnden Anteil der Purine zum 
Verschwinden bringt. Im Nucleinsiuremolekiil entsprechen 
einem Purin- zwei Kohlehydratbausteine. Im ganzen wiirde 
mit 0,5 g Purinbase in den Driisen also kaum mehr als 1 g 
Kohlehydrat mobilisiert werden und diese Menge stellt noch 
dazu eine nie erreichte obere Grenze fiir die unserer Re- 
aktion verfallende Nucleinsiure dar, da zum Teil unverinderte 
Nucleoproteide in die Verdauungssekrete iibergehen. Es liegt 
ferner kein Anla8 vor, die gesamten Vorginge, die zur Bildung 
der endogenen Harnsiure fiihren, in einer einzelnen Driise 
oder Driisengruppe zu lokalisieren. Nur ein Teil jener Kohle- 
hydratmenge wird also der Speicheldriise Energie zur Ver- 
fiigung stellen. 

Nun wissen wir aus der Arbeit von Anrep und Cannan, 
daB von der Speicheldriise der Katze zur Produktion von 
1 ccm Speichel 1,5 mg Zucker verbraucht wird. Andrerseits 
wird von Tuczeck*) die von einem erwachsenen Menschen 





1) F. Verzar, Der Gaswechsel des Muskels. Ergebnisse der Phy- 
siologie, Bd. 15, 8. 1 (1916). 

2) H. Steudel, Uber Harnsiiureausscheidung bei purinarmer Kost. 
Diese Zs. Bd. 124, S. 267 (1928). 

*) F. Tuczeck, Uber die vom Menschen abgesonderten Speichel- 
mengen. Zs. Biol. Bd. 12, S. 534 (1876). 








Bildung von Milchsiure und von Phosphorsiure in der Driise. 217 


im Laufe der taglichen Mahlzeiten abgegebene Speichelmenge 
auf 500—700 ccm veranschlagt, wobei der zwischen den Mahl- 
zeiten produzierte Speichel nicht mitberiicksichtigt ist. Die 
energetische Bedeutung der Spaltung, der nur ein unbekannter 
Bruchteil jener Menge von 1 g an dieser Stelle verfallt, kann 
also fiir die Speicheldriise nicht allzu groB sein. Es steht ja 
auch in dem besonders wahrend der Tatigkeit reichlich aus 
dem Blute aufgenommenen Zucker eine andere Energiequelle 
von groBer Ergiebigkeit zur Verfiigung. 

Trotzdem scheint es aber, daB gerade die Tatigkeit der 
Driise die zur Harnsaurebildung fihrenden Vorginge mab- 
gebend beeinfluBt. Morris und Jersey’) haben die Konzen- 
tration des Speichels an den mit dem Blute gemeinsamen 
chemischen Bestandteilen wahrend verschiedener Funktions- 
zustinde der Speicheldriise untersucht. Beziiglich der Harn- 
siure ergaben diese Untersuchungen, daB sie am wenigsten 
von allen Speichelbestandteilen der Menge des Wassers folgt, 
auch vom Puringehalt der Nahrung ganz unabhingig ist. Sie 
wird aber stiirker als irgendein anderer Bestandteil des Speichels 
von den verschiedenen Funktionszustinden der Speicheldriisen 
beherrscht und bietet deshalb nach Ansicht der Autoren den 
besten chemischen MaBstab zur Beurteilung der Aktivitat der 
Driisen. Unter der Aktivitét der Driisen kann nun hier nicht 
nur der Gas- und Energiewechsel verstanden sein, sondern 
man mus mit diesem Begriff die gesamten chemischen Leistungen 
der Driise umfassen. Unter diesen steht bei der Speichel- 
driise die Bereitung der verschiedenen spezifischen Sekretstoffe 
des Speichels im Vordergrunde. Die morphologischen Gebilde, 
die wir als Vorstufen dieser Sekrete auffassen, erscheinen ja 
zwar im Plasma der Zellen ohne sichtbare Verbindung mit 
dem die Nucleinsiuren fiihrenden Kern. Immerhin ist es 
nicht ausgeschlossen, daB die chemischen Prozesse, die zur 
Bildung jener Vorstufen fiihren, schon am Kern, der sicher 





1) J. L. Morris u. V. Jersey, Chemical constituents of saliva as 
indices of glandular activity. Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, 8. 31 (1928). 
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auch chemisch ein besonders leistungsfihiger Bestandteil der 
Driise ist, ihren Ausgang nehmen und da8 nur der Ubergang 
in optisch wahrnehmbare Gebilde sich erst nach der Loslésung 
volizieht. Von Bedeutung ist in dieser Hinsicht noch der 
Befund von Anrep und Cannan, daB der aus dem Blut auf- 
genommene Zucker in keiner Beziehung zu der reduzierenden 
Substanz des Speiches steht. Wir méchten deshalb auf die 
Méglichkeit hinweisen, da8 vielleicht Beziehungen zwischen 
dem Abbau der Nucleinsubstanzen und der Synthese der spezi- 
fischen Zellsekrete bestehen kénnten. 

Als das wesentlichste Ergebnis unserer Arbeit méchten 
wir noch einmal hervorheben, daB wir in der Speicheldriise 
ein zum Zerfall von Fructosediphosphorsiure fiihrendes Ferment 
nicht nachweisen konnten und daB alle Verfahren, auf anderem 
Wege, als durch solche Zusatzversuche einen Lactacidogenzerfall 
in der Driise zu demonstrieren, dadurch unzuverlissig werden, 
da8 in ihr andere, Milchsiure und Phosphorsiure liefernde 
Prozesse stattfinden. Welcher Art diese Vorginge sind, kann 
man den Erfahrungen iiber den Gaswechsel der Driise nicht 
entnehmen. Wenn der quergestreifte Muskel den Abbau der 
energiespendenden Kohlehydrate auf dem Wege iiber die 
Phosphorsaureverbindung Lactacidogen bewerkstelligt, so finden 
wir schon in der glatten Muskulatur, die dem Skelettmuskel 
immer noch weit niher steht, als die Driise, diesen Abbauweg 
durch einen anderen, noch unbekannten ersetzt. Ebenso scheint 
es, daB auch die Leber, die doch in so groBem Umfange 
Kohlehydrat abzubauen vermag, dabei nicht an den Weg iiber 
die Phosphorsiureverbindungen gebunden ist. Der Muskel 
zieht aus der besonderen Art des Kohlehydratabbaus iiber 
Lactacidogen augenscheinlich besonderen Gewinn bei den plotz- 
lichen und ausgiebigen energetischen Leistungen, die von ihm 
verlangt werden. Bei der Speicheldriise stehen die chemischen 
Leistungen im Vordergrunde und es kann deshalb nicht 
wundernehmen, wenn sie bei der Verarbeitung der Kohle- 
hydrate einen anderen Weg geht, vielleicht denselben, wie 
die Leber. 
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Es waren verschiedene Gesichtspunkte, die Veranlassung 
zu den im folgenden mitgeteilten Untersuchungen gaben. Einmal 
interessierte es uns, die Kigenschaften von Verbindungen kennen 
zu lernen, an deren Aufbau Aminosiuren und Piperazine be- 
teiligt sind. Es besteht immerhin die Méglichkeit, daB Derivate 
yon Piperazinen im Tier- und namentlich im Pflanzenreich 
vorkommen. Es ist naheliegend, dabei an Kombinationen von 
Aminosauren und Piperazinen zu denken. Ferner bestand die 
Absicht, das Verhalten solcher Verbindungen bei der Hydrolyse 
zu studieren und vor allen Dingen festzustellen, ob einzelne 
Bausteine sich wieder gewinnen lassen. Versuche, mittels 
Fermenten (Pepsinsalzsiure und Trypsin bzw. Pankreatin) einen 
Abbau von Piperazin—Aminosiureverbindungen herbeizufihren, 
schlugen fehl, wie das iibrigens vorauszusehen war. Dagegen 
gelingt es im allgemeinen, bei Anwendung von Sauren die zu 
erwartenden Spaltprodukte zu gewinnen. Uns interessierten 
die erwihnten Piperazinverbindungen ferner deshalb, weil jede 
gut krystallisierte Verbindung von Piperazinen fir die Isolierung 
und den Nachweis von solchen wertvoll ist. Endlich besteht 
die Absicht, die Piperazin—Aminoséureverbindungen auf ihr 
biologisches Verhalten zu priifen. 

Wir haben zunichst das gewdhnliche Piperazin 

CH, 
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mit Aminoséuren gekuppelt. Wir gingen von den Halogen- 
acylverbindungen aus und fihrten dann an Stelle des Halogens 
in bekannter Weise Ammoniak ein, Alles Nahere ergibt sich 
aus dem experimentellen Teil. Wahrend die Darstellung von 
Dialanyl-piperazin, ferner von Dileucyl-piperazin, 
Diglycyl-dileucyl-piperazin und endlich von Dialanyl- 
dileucyl-piperazin keine Schwierigkeiten bereitete, stieBen 
wir bei der Darstellung von Diglycyl-piperazin auf Produkte, 
die vollkommen unléslich waren, und die einstweilen in ihrer 
Konstitution nicht aufgeklart werden konnten. Es gelang nicht, 
durch Hydrolyse die zu erwartenden Bausteine zu erhalten, 
d. h. das Piperazin war nachweisbar, dagegen lie sich kein 
Glykokoll feststellen. 


Experimenteller Teil. 


Kuppelung von Piperazin mit Chloracetylchlorid. 


15 g Piperazin ,,Schering“ mit rund 60°/, Krystallwasser- 
gehalt wurden‘in etwa 70 com Wasser gelést und in einer Stépsel- 
flasche bei Zimmertemperatur unter gelegentlicher Kiihlung 
mit flieBendem Wasser mit 19,2 ¢ Chloracetylchlorid und 17g 
Natriumbicarbonat in kleinen Portionen versetzt und kriftig 
geschiittelt. Nach Zusatz des 1. Viertels CH,CICOCI begann 
das Reaktionsprodukt in Form eines weiBen Niederschlags 
auszufallen. Er vermehrte sich gegen Ende der Reaktion 
stark. Der Inhalt der Stépselflasche wurde, ohne zu filtrieren 
oder anzusiuern, in einen Scheidetrichter iibergefiihrt und 
mehrere Male mit CHCl,, worin der Niederschlag leicht léslich 
ist, ausgeschiittelt. Die gegebenenfalls durch ein trockenes 
Faltenfilter filtrierten, vereinigten Chloroformausziige wurden 
auf dem Wasserbad auf etwa 70 ccm eingeengt, noch hei8 mit 
Alkohol versetzt und ebenso weit, wie vorher, eingedampft. 
Aus der nunmehr fast chloroformfreien alkoholischen Lésung 
fallt das Kuppelungsprodukt in derben Krystallen aus. Sie 
wurden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. — Schmelz- 
punkt 137° ohne Zersetzung. Die Verbindung ist sehr schwer 
léslich in Wasser, schwer in kaltem Alkohol, Benzol, Ather 
und Essigester, ziemlich leicht in Pyridin, sehr leicht in Aceton 
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und Chloroform; unléslich in Petrolather. Die Ausbeute an 
reiner Substanz betrug durchschnittlich 75—80°/, d.Th. Mit 
Wismutjodkalium tritt keine Piperazinreaktion ein. 

Cl 10,836 mg Substanz ergaben 12,817 mg Ag(l. 


N  0,0680 g 9 verbrauchten 5,74 ccm n/10-Siure (Kjel- 
dah)). 
0,0334 g - - 2,82 ccm n/10-Siure (Kjel- 
dahl). 
CH,—CH, 
Ber. fiir CH,CICO.NC cH, — on, > COCICH, 


C,H,,.N,0,Cl,: (Mol.-Gew. 239,08) 
N 11,72, Cl 29,66°/, 
Gef. ,, 11,82 11,88 ,, 29,26 


Aminierung von Di-chloracetyl-piperazin. 
Diglycyl-piperazin. 

15 g Chloracetylpiperazin wurden in einer gut schlieBen- 
den Stépselflasche mit alkoholischem Ammoniak iibergossen 
und 4—5 Tage im Brutraum unter gelegentlichem Umschiitteln 
stehengelassen. In dem MaBe, wie das schén krystallisierte 
Di-chloracetyl-piperazin in Lésung ging, setzte sich ein amorpher 
Niederschlag ab, so daB nie vollkommene Lésung eintrat. Nach 
Beendigung der Aminierung wurde vom Niederschlag abfiltriert 
und mit Alkohol gewaschen. 

Es zeigte sich nun, daB der Niederschlag sowohl in Wasser, 
als auch in allen zahlreich ausprobierten organischen Liésungs- 
mitteln praktisch unléslich war. Zur Reinigung wurde er einige 
Male mit destilliertem Wasser ausgekocht. Auf Lackmus 
gebracht, reagierte er alkalisch. 

Im Schmelzpunktsréhrchen erhitzt, zersetzt er sich ganz 
allmahlich, ohne einen bestimmten Schmelzpunkt oder Zer- 
setzungspunkt zu zeigen. Mit Alkali gekocht, geht er ver- 
hiltnismaBig rasch in Lésung, wahrend er durch starke Mineral- 
siuren erst nach mehrstiindigem Kochen aufgespalten wird. 
Erhitzt man ihn mehrere Stunden im SchieBrohr mit Wasser 
auf etwa 170°, so geht er ebenfalls in Lésung. Tn allen Fallen 
tritt mehr oder minder starke Verfirbung ein, und man kann 
durch Wasserdampfdestillation leicht Piperazin isolieren, bzw. 
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als salzsaures Salz durch Analyse eindeutig bestimmen. Da- 
gegen konnte die andere — auf Grund der Darstellung und 
der positiven Ninhydrinreaktion — erwartete Komponente 
Glykokoll nicht isoliert werden, wahrend bei entsprechenden 
Kontrollversuchen eines analogen Gemisches von Piperazin und 
Glykokoll letzteres immer leicht in Form des Esterchlor- 
hydrates nachgewiesen werden konnte. 

0,0387 g Stubstanz verbrauchten 5,90 cem n/10-Siure (Kjeldahl). 

5,754 mg lieferten 3,744 mg H,O und 10,529 mg CQ,. 

Gef. C 49,929, H 7,28%  N 21,86°%, 

Die Bildung dieses unléslichen Kérpers konnte vermieden 
werden, wenn man das vorher durch Chloroform in Lésung 
gebrachte JDi-chloracetyl-piperazin mit alkoholischem NH, 
aminierte, wobei natiirlich darauf zu achten war, daB nach 
Zusatz des alkoholischen NH, kein Wiederauskrystallisieren 
von Di-chloracetyl-piperazin erfolgte. 

Das Filtrat von dem unléslichen Niederschlag wurde im 
Vakuum von Ammoniak gréBtenteils befreit, wobei sich ein rein 
weiBer Kérper ausschied, der abgenutscht und mit Alkohol 
gewaschen wurde, Er ist frei von Ammoniak, gibt mit Wismut- 
jodkali Piperazinreaktion, ist luftbestiindig, lést sich in Wasser, 
wobei er Chlorionen abspaltet. .Trotz scharfen Trocknens ist 
es nicht gelungen, brauchbare Analysenwerte auf ein Diglycyl- 
piperazin-dichlorhydrat zu erhalten. Es wurde nun versucht, 
die Substanz durch Lésen in alkoholischem Ammoniak und 
Wiederausfaillen durch Vertreiben des NH, zu reinigen: Die 
1. Fraktion, die durch Austreiben eines Teils des NH, bei 
Zimmertemperatur erhalten wurde, lieferte ein stark hygro- 
skopisches Produkt. Die 2. Fraktion, die nach dem Eindampfen 
eines Teils des Alkohols im Vakuum ausfiel, glich genau der 
urspriinglich vorliegenden Substanz und ergab auch ziemlich 
gleiche Analysenwerte. Die 3. Fraktion, die nach dem Ein- 
dampfen zur Trockne iibrig blieb, konnte als weniger reine 
2. Fraktion angesprochen werden. 

Fraktion 2, die eigentliche Fraktion, wurde zum Teil 
benzoyliert. Das sich beim Schiitteln ausscheidende feste 
Reaktionsprodukt wurde in Chloroform gelést, die Lésung weit- 
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gehend eingeengt, mit Alkohol aufgenommen und wieder ein- 
geengt. Das Benzoylprodukt schied sich nun in schénen, 
blittchenférmigen Krystallen aus, die den Schmelzp. 266° 
zeigten. Die Analyse stimmte auf ein Dibenzoyldiglycyl- 
piperazin (Dihippurylpiperazin): 

0,0502 g Substanz gaben 4,96 g n/10-Siure (Kjeldahl). 


4,383 mg __sée+, » 10,450 mg CO, u. 2,400 mg H,O. 
CH,—CH, 
Ber. fir CyH,CONH-CH,-CONC cH cH, > N00: CH, -NHCOC.H,: 


C.;H,,N,0, (Mol.-Gew. 408,34) 
N 13,72%,  C 66,199, H 6,06%, 
Gef. ,, 13,85 »» 65,79 ;, 6,19 
Der Rest der Fraktion 2 wurde zur Gewinnung des Di- 

glycylpiperazins aus dem Chlorhydrat in bekannter Weise mit 
Silbersulfat behandelt. Es resultiert ein farbloser Sirup, der 
selbst nach wochenlangem Stehen iiber P,O; noch Bine zihe 
Masse bildete. Deshalb wurde trotz der dabei auftretenden 
leichten Verfarbung langere Zeit im Vakuumtrockenapparat 
erhitzt und dann noch einige Tage im Vakuum iiber P,O, stehen 
gelassen. Die nunmehr geniigend spréde, aber auBerst hygro- 
skopische Substanz lést sich nur in Wasser, nicht aber in 
organischen Lisungsmitteln. Sie reagiert alkalisch. p,, in n/10- 
Lésung = 8,96. Die Analysenwerte weichen zumal fiir N mehr 
von den erwarteten Werten ab, als die normale Fehlergrenze 
gestattet, was aber auf die durch das scharfe Trocknen be- 
dingte geringe Zersetzung zuriickzufiihren sein diirfte. 


6,271 mg Substanz ergaben 10,814 mg CO, u. 4,579 mg H,O. 
0,02685g ~=sés,, ms 5,08 g n/10-Séure (Kjeldahl). 
Ber. fiir CH,NH,-CONC (3 ogy’ >ON-0O-NHL-CH, 
C,H,,.N,O, (Mol.-Gew. 200,21) 
 C 47,979, H 8,06%, N 27,99%, 
Gef. ,, 47,05 » Sit 5» 27,06 

Zur weiteren Identifizierung der Base wurde sie in Wasser 
gelést und mit Alkohol versetzt. Ein eventuell dabei ent- 
stehender Niederschlag wurde durch Zusatz von etwas Wasser 
wieder in Lésung gebracht. Nun wurde hei8 mit alkoholischer 


Pikrinsiurelésung versetzt. Die sofort entstehende Tribung 
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schied einen flockigen Niederschlag ab, der sich bei langerem 
Stehen krystallinisch zusammensetzte. Er wurde abgesaugt 
und mit Alkohol gewaschen. Beim Erhitzen im Schmelzpunkts- 
réhrchen verfarbt er sich langsam und zersetzt sich dann bei 
etwa 221°. : 
8,664 mg Substanz gaben 0,676 cem N (18° und 755 mm). 

CH,—CH,_ 
CH,—CH,~ 


I | 
NO, ay a NO, 
Se 
0; NO, 


Coo Hes N10 O16 (Mol.-Gew. 658,38) 
N 21,28°/, 
Gef. ,, 21,50 


Ber. fiir CH,NH,-CO-N N-CO-NH,CH, 


Kuppelung von Piperazin mit w-Brompropionylbromid. 

10 g Piperazin ,,Schering“ mit rund 60°/, Krystallwasser- 
gehalt wurden in etwa 60 ccm Wasser gelést und mit 21,3 g 
CH,CHBrCOBr und 15 g NaHCO, analog wie mit Chlor- 
acetylchlorid gekuppelt. In diesem Falle begann sich das 
Reaktionsprodukt sofort nach Zugabe der 1. Portion des Brom- 
propionylbromids auszuscheiden. Ein Uberschu8 an Brom- 
propionylbromid ist zu vermeiden, da sich sonst das Reaktions- 
produkt klumpig zusammenballt. Die Isolierung des reinen 
krystallisierten Kuppelungsproduktes geschah analog der des 
entsprechenden Chloracetylkérpers. Hat man einen Uberschu8 
an Brompropionylbromid angewandt, so erhalt man nur schwer 
ein krystallisiertes Produkt. Man kann sich leicht helfen, wenn 
man den erhaltenen Sirup mit Wasser einige Zeit kocht. Un- 
geléste élige Tropfen werden beim Erkalten fest und kénnen 
nunmehr verhiltnismiBig leicht aus organischen Lésungsmitteln 
umkristallisiert werden. Die geringen in Lésung gegangenen 
Anteile fallen schén krystallisiert aus. 

Schmelzp. 162° ohne Zersetzung. Die Léslichkeitsverhalt- 
nisse gleichen in hohem MaBe denen des Dichloracetylpiperazins. 
Ausbeute 50°/, d. T. 
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Br 4,303 mg Substanz gaben 4,518 mg AgBr. 
N 0,1006 g i » 5,7 g n/10-Siure (Kjeldah)). 
Ber. fiir CH cHBrcon 1? Oy.00. CHBrCH 
. CH,—CH,~ 4 
(C,,H,,N,O,Br,) (Mol.-Gew. 356,04) 
N 7,87, Br 44,89%, 
Gef. ,, 7,98 » 44,68 


Aminierung von Di-brompropionylpiperazin. 
Di-alanyl-piperazin. 

8 g Dibrompropionylpiperazin wurden in einer Stépsel- 
flasche mit 100g alkoholischem Ammoniak iibergossen, gut 
durchgeschiittelt und tiber Nacht ins Brutzimmer gestellt. Am 
andern Morgen war die Substanz vollstindig gelést und eine 
Titration ergab, daB das Brom schon quantitativ in dissoziierter 
Form vorhanden war. Die Aminierung war also bereits nach 
12—14 Stunden heendet. — Die klare Lésung wurde im 
Vakuum méglichst von Ammoniak befreit unter Vermeidung 
einer gréBeren Volumverminderung (als etwa */, des urspriing- 
lichen) durch iiberdestillierenden Alkohol. Dabei schied sich 
ein weibes, feinkjrniges Produkt aus, das abgenutscht und bis 
zum Verschwinden des Ammoniakgeruches mit Alkohol ge- 
waschen wurde. Es war leicht léslich in Wasser und ammo- 
niakalischem Alkohol, dagegen unléslich in Alkohol und den 
anderen organischen Lésungsmitteln. Mit NeBlers Reagens 
gab es keine Ammoniakreaktion mehr. Mit Wismutjodkalium 
gab es Piperazinreaktion, desgleichen trat Rotfarbung mit 
Chinon auf. Es reagierte gegen Lackmus sauer und enthielt 
reichliche Mengen von dissoziablem Brom. 

Die Analyse des sorgfiltig getrockneten Produktes ergab: 

Br 0,0948 g Substanz 4,8 g n/10-AgNO,. 


N 00,0926 g s 9,51 g n/10-Saure. 
Ber. fir CH,-CHNH,-CON oer mooie -CH-CH 
er “SCH, —CH, "te : 
HBr HBr 


(C,oHN,02Br,) (Mol.-Gew. 390,11) 
Br 40,879/, N 14,87%, 
Gef. ,, 40,30 » 14,85 
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Darstellung von Dialanyl-piperazin aus 
Dialanyl-piperazin-dibromhydrat. 


Das bei der Aminierung von Dibrompropionylpiperazin 
erhaltene bromwasserstofisaure Dialanylpiperazin wurde mit 
Silbersulfat und Baryt versetzt zur Gewinnung der freien Base. 
Es zeigte sich, daB weder Halogen noch Silber quantitativ 
entfernt werden konnte, da Proben der klar filtrierten Lésung 
sowohl mit Salzsiure als auch mit Salpetersiiure angesiuerter 
Silbernitratlésung eine ziemlich erhebliche Chlorsilberaus- 
scheidung zeigten. Die Ausfillung von Halogen- bzw. Silberion 
muBte daher bei gleicher Tribung mit Salzsiure einerseits 
und mit Silbernitrat andererseits als beendet angesehen werden. 
Die durch Tierkohlefilter nach der Entfernung von SO,-Ion 
durch Baryt klar filtrierte Lésung wurde im Vakuum zum 
dicken, schwach opaleszierenden Sirup eingedampft und mit 
Alkohol aufgenommen, wobei sich das in Lésung gehaltene 
Chlorsilber in Form der bekannten kasigen Flocken ausschied 
und abfiltriert wurde. Die wiederum zum Sirup eingeengte 
Lésung schied bei langerem Stehen im Vakuumexsiccator schéne 
strahlenférmige Krystalle aus, bis zuletzt die ganze Masse 
krystallinisch erstarrte. Das so erhaltene Produkt ist auBerst 
hygroskopisch, reagiert alkalisch1), gibt mit Wismutjodkalium 
Piperazinreaktion, lést sich spielend in Wasser, ist schwer 
léslich in den mit Wasser sich mischenden organischen Lésungs- 
mitteln, wie Alkohol, Aceton und Pyridin, dagegen unléslich 
in den iibrigen organischen Lésungsmitteln. _ 

Zur Analyse wurde die Substanz mehrere Tage iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. Bei der Kohlenwasserstoff- 
bestimmung konnte eine geringe Wasseranziehung nicht ganz 
vermieden werden, so daB der H-Wert auf Kosten des C-Wertes 
zu hoch ausfiel. 


Cu.H 1,000 mg Substanz gaben 13,019 mg CO, u. 5,740 mg H,0. 
N 0,0538 g » » 9,40 g n/10-Séure (Kjeldahl). 





') H’-Ionenkonzentration in n/10-Lésung: pq = 9,05. 
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CH,—CH 
Ber. fiir CH,-CH-NH,-CONC 07 og >N-CO-NEy-CH-OH, 
2 


C, oH N,0, (Mol.-Gew. 228,25) 
C 52,59, H 883%  N 24,55, 
Gef. ,, 51,02 9 917 » 24,46 


Kuppelung von Dialanyl-piperazin mit Benzoylchlorid. 

0,4 g Dialanyl-piperazin wurden mit 0,6 g Benzoylchlorid 
und 0,6 g Natriumbicarbonat in der Stépselflasche gekuppelt. 
Das Reaktionsprodukt schied sich gréBStenteils wahrend des 
Schiittelns ab. Es wurde mit Chloroform ausgeschiittelt und 
mit Alkohol umkrystallisiert. Es bildet kurze derbe Nadeln 
vom Schmelzp. 237° und ist mit Ausnahme von Ather und 
Petrolather in den gebrauchlichsten organischen Lisungsmitteln 
ziemlich gut léslich. 

N 0,03375 g Substanz gaben 3,09 g n/10-Saéure (Kjeldahl). 


CH,—CH, 
Ber. fir CH,- — ‘CONS CH,— oH, CONE: CH -CH, 


CO CO 


| | 
C,H, C,H; 


(C,,H..N,0,) (Mol.-Gew. 436,88) 
N 12,84°/, 
' Gef. , 12,88 


Kuppelung von Piperazin mit «-Bromisocapronylchlorid. 

10 g Piperazin ,Schering mit 60°/, Krystallwasser 
wurden in etwa 60ccm Wasser gelést und mit 20 g Brom- 
isocapronylchlorid und 12,5 g Natriumbicarbonat analog wie 
mit Chloracetylchlorid gekuppelt. Wie bei der Darstellung 
des Dibrompropionylpiperazins begann sich auch hier das 
Kuppelungsprodukt sofort nach Zugabe der 1. Anteile des 
Bromisocapronylchlorids auszuscheiden; desgleichen fuhrte ein 
Uberschu8 zu klumpiger Zusammenballung des Reaktions- 
produktes, das vorher noch eine feste, gleichmabig grobkérnige 
Beschaffenheit hatte. Die Krystallisationsfihigkeit des Kuppe- 
lungsproduktes ist groB, so daB es aus Chloroform—Alkohol 
leicht rein erhalten werden konnte. 
Schmelzp. 141—142° ohne Zersetzung. Die Léslichkeit 
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in Wasser und den verschiedenen organischen Lésungsmitteln 
ist bis auf unbedeutende Unterschiede gleich der Léslichkeit 
des Dichloracetyl- bzw. Dibrompropionylpiperazins. 

Ausbeute 67—70°/, d. Th. 


Br 8,121 mg Subst.: 7,000 mg AgBr. 
N 0,0656¢ ,, : 8,0 n/10-Siure (Kjeldahl). 


0,1024g ,, : 4,66 # 
Ber. fiir 
CH, CH,—CH, CH, 
cH, \CH- CH, -CHBr-CON i: cH No0 CHBr-CH, -CH¢ cH, 
(C,.Hy,N,O,Br,) (Mol.-Gew. 440,16) N 6,37 %/, Br 36,31 °/, 


Gef. ,, 6,40 6,86, ,, 36,77 


Aminierung von Di-bromisocapronylpiperazin. 
Dileucyl-piperazin. 

10 g Dibromisocapronyl-piperazin wurden in der Stépsel- 
flasche mit tiberschiissigem alkoholischen NH, versetzt und bei 
37° stehen gelassen. Nach etwa 12—14 Stunden trat Lésung 
ein und nach 2 Tagen war die Aminierung beendet. Das 
Ammoniak wurde im Vakuum nach Méglichkeit entfernt, wobei 
darauf geachtet wurde, daB nicht viel mehr als */, des Alko- 
hols mit iiberdestillierte. Wie beim Aminierungsprodukt von 
Brompropionylpiperazin schied sich ein weibes, feinkérniges 
Produkt aus, das genau die gleichen Kigenschaften und Reak- 
tionen zeigte, wie jenes. 

N 0.0664 g Substanz: 5,6 n/10-Siure. 


Br 0,0867 g a : Bt ‘ 
Ber. fiir 
CH, CH,—CH, CH, 
‘ 4, OH: CH, CH-NH,-CONC oH, ous -CONH,CHCH, -CH¢ oH, 
HBr HBr 
(C,,H,,N,O,Br,) (Mol.-Gew. 474,23) N 11,82°/, Br 83,71°/, 
Gef. ,, 11,81 » 33,76 


Darstellung von Dileucyl-piperazin aus seinem Bromhydrat. 


Das bei der Aminierung von Dibromisocapronyl-piperazin 
erhaltene bromwasserstoffsaure Dileucylpiperazin wurde in 
Wasser gelést und im Scheidetrichter mit Chloroform und 
Natronlauge ausgeschiittelt. Die filtrierten Chloroformausziige 
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wurden auf dem Wasserbad eingeengt und im Vakuumexsic- 
cator vollends zur Trockne gebracht. Es resultierte eine 
strahlig krystallisierte Substanz von schwach hygroskopischem 
Charakter, Sie reagiert alkalisch. Ihr p,, istin n/10-Lésung 9,2. 
Sie ist leicht léslich in Wasser und den meisten organischen 
Lésungsmitteln. Schmelzp. 118—21° Mit Wismutjodkali in 
Kisessiglésung fallen u. a. derbe prismatische Krystalle aus. 
Mit Ninhydrin gekocht, tritt Rotfarbung ein, was auf Spaltung 
des Molekiils zurtickzufiihren sein diirfte, da Ninhydrin mit 
Aminoséuren in Gegenwart von Piperazin die gleiche Farbung 
gibt. Mit Pepsin-Salzsiure und sodaalkalischer Pankreatin- 
lésung wurde eine Molekiilspaltung nicht festgestellt, da sich 
das unveranderte Dileucylpiperazin in beinahe quantitativer 
Menge wieder zuriickgewinnen lieB. Kocht man es einige 
Stunden mit starker Salzsiure, dampft zur Trockne, nimmt 
mit Wasser auf und neutralisiert mit Alkali, so fallt Leucin 
in den bekannten schénen blattchenférmigen Krystallen aus, 
Im alkalisch gemachten Filtrat laBt sich durch Wasserdampf- 
destillation leicht Piperazin isolieren und als Chlorhydrat iden- 
tifizieren. 


C, H 6,954 mg Substanz: 15,859 mg CO, und 6,260 mg H,O. 


N 0,0516 g » + 6,56 n/10-Siéure (Kjeldahl). 
0,0483 £ ” : 6,19 ” } 
Ber. fiir 
CH. CH,—CH, CH, 
H- -CH-NH,-CON i H.-CH-CH.: 
on ° CH,-C : <cH.—cH, \N-CONH, + CH-CH,-CH OH, 


(C,gH.N,0;) (Mol.-Gew. 312,38) 
C 61,499/,  H 10,38, N 17,94°, 
Gef. ,, 62,11: »» 10,07 > 17,80 17,87°/, 


Kuppelung von Dileucyl-piperazin mit Benzoylchlorid. 


0,5 g Dileucylpiperazin wurden analog dem Dialanyl- 
piperazin mit Benzoylchlorid gekuppelt, isoliert und umkrystalli- 
siert. Die Lislichkeitsverhaltnisse sind analog denen des Di- 
benzoyl-dialanylpiperazins. Es krystallisiert in bischelformig 
angeordneten Nadeln und schmilzt bei 244°. 

N 0,0506 g Substanz: 3,89 n/10-Siure (Kjeldahl). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIV. 16 
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Ber. fiir 
CH, CH,—CH,. .. CH, 
CH-CH,-CH-NH-CON N-CO-NH-CH-CH,-CH 
cu,” Hy 0 on,—cH” on ’ <cn, 
C,H, C,H, 
Gef. ,, 10,74 


Kuppelung von Dileucyl-piperazin mit Chloracetylchlorid. 

2,6 g Dileucylpiperazin, bzw. 3,9 g seines Bromhydrates 
wurden mit 3 g Chloracetylchlorid unter Zusatz von Natrium- 
bicarbonat in der iiblichen Weise gekuppelt. Es resultierte 
ein erst schmieriges Reaktionsprodukt, das nach Zugabe der 
letzten Mengen des Saurechlorids in festen Zustand iberging. 
Es wurde analog den friiheren Kuppelungsprodukten von Piper- 
azin mit Siurehalogeniden mit Chloroform und Alkohol krystalli- 
siert erhalten und zwar in strahlenférmig verastelten Krystallen. 
Es schmilzt bei 223° unter Zersetzung, ist unléslich in Wasser, 
Ather und Petrolither, schwer léslich in Essigester, Benzol 
und Homologen, léslich in Aceton und Alkohol und leicht 
léslich in Chloroform und Pyridin. 

7,742 mg Substanz ergaben 4,786 mg AgCl. 

0,0316 g > verbrauchten 2,68 n/10-Séure (Kjeldahl). — 


Ber. fiir 
H,—CH 

CHa. on .CH,-CH-NH-CO-NC- * wy >N-CO-NH-CH-CH,-CH 
CH, Ys CH,—CH, sf 

CO CO 

CH,Cl CH,Cl 

C,oHs,N,0,Cl, (Mol.-Gew. 465,38) N 12,049, Ol 15,249, 
Gef. ,, 11,95 » 15,29 


Os 
NCH, 


Aminierung von Di-chloracetyl-dileucyl-piperazin. 
Diglycyl-dileucyl-piperazin. 

2,5 g Dichloracetyldileucylpiperazin wurden mit alkoho- 
lischem Ammoniak versetzt und 3 Tage in den Brutraum ge- 
stellt. Nach dieser Zeit war die Aminierung eine vollstin- 
dige. Die klare Lésung wurde nun im Vakuum abdestilliert, 
wobei keinerlei Ausscheidung eines festen Kérpers eintrat. Erst 
nach ziemlich vollstandiger Verdampfung des Lisungsmittels 
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hinterblieb ein gréBStenteils krystallinischer, leicht zerflieBlicher 
Riickstand, der sich in Wasser mit Opalescenz léste. Diese 
Lésung wurde im Scheidetrichter mit Chloroform und Alkali 
ausgeschiittelt; die vereinigten Choroformausziige wurden mit 
Natriumsulfat bis zur Klarung getrocknet, filtriert und auf dem 
Wasserbad eingedampft, wobei ein farbloser Sirup zuriickblieb, 
der sich nach weiterem 2—3stiindigen Erhitzen auf dem 
Wasserbad mit vereinzelten strahlig krystallisierten Krystall- 
aggregaten durchsetzte. — Der Schmelzpunkt des vollkommen 
getrockneten Aminierungsproduktes lag zwischen 182 und 184°, 
Es ist leicht léslich in Wasser und den meisten organischen 
Lésungsmitteln. 

0,0356 g Substanz verbrauchten 4,98 n/10 Séure (Kjeldahl). 

5,062 mg * ergaben sage = CO, und 4,057 mg H,0O, 


CH, CH,— CH, 
ou, CH OH, CH-NH-00- “NC oH, ss “oN. CONH: CH-CH,-CH¢ cH, 


l 

CO-NH,CH, GONH,CH, 
C.,H,sN,O, (Mol.-Gew. 426,46) N 19,71°/, C 56,80°%, H 8,98%, 
Gef. ,, 19,60 ,, 56,71 ,, 8,97 


Spaltungsversuch von Diglycyl-dileucyl-piperazin mit Pepsin 
und Pankreatin. 

Gleiche Mengen der Base wurden 

1. mit Soda, 2. mit Soda und Pankreatin, 3. mit Salz- 
siure, 4. mit Salzsiure und Pepsin versetzt, auf gleiche Volu- 
mina aufgefiillt, mit Toluol itiberschichtet und 3 Tage unter 
gelegentlichem Umschiitteln im Brutraum stehen gelassen. 

- Es wurde nun mit Alkali versetzt und mit Chloroform 
bis zum Verschwinden der Piperazinreaktion im wiaBrig-alka- 
lischen Medium ausgeschiittelt. 

1. und 2. gaben nach dem Eindampfen des CHCl, je 
einen braunen Sirup, der nach langerem Erhitzen in ein hell- 
braunes Pulver iiberging vom Schmelzp, 147°. 

Da sowohl das mit Soda und Pankreatin versetzte Di- 
glycyldileucylpiperazin als auch die blo’ mit Soda versetzte 
Kontrollprobe ein gleiches weitgehend zersetztes Abbauprodukt 
lieferten, kann von einem fermentativen Hingriff des Pankreatins 


nicht gesprochen werden. 
16* 
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8. und 4, lieferten ein ziemlich weiBes Produkt vom 
Schmelzp. 172°, aus dem verhiltnismaBig leicht das reine Aus- 
gangsprodukt vom Schmelzp. 182° und 19,56°/, N wiedergewonnen 
wurde, : 


Kuppelung von Dileucyl-piperazin mit «-Brompropionylbromid. 

3,5.g bromwasserstofisaures Dileucylpiperazin wurden mit 
5 g Brompropionylbromid unter Zusatz von 4g NaHCO, in 
der bekannten Weise gekuppelt. Es resultierte eine schmie- 
rige Ausscheidung, die sich an der Innenwand der Stépsel- 
flasche gleichmaBig absetzte. Das Reaktionsprodukt wurde 
mit Chloroform herausgelést ohne die wiBrige Lisung vorher 
entfernt zu haben und im Scheidetrichter getrennt, Die Chloro- 
formlésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert, auf 
dem Wasserbad eingedampft, mit Alkohol aufgenommen und 
wiederum bis auf ein kleines Volumen (etwa 5—10 ccm) ein- 
geengt. Nach einigem Stehen krystallisiert das Reaktions- 
produkt aus. Es schmilzt bei 205°. Wasser, Petrolither und 
Ather vermdgen es nicht zu lésen, dagegen wird es von Chloro- 
form, Aceton, Benzol, Pyridin ziemlich leicht gelést. 


0,0379 g Substanz verbrauchten 2,57 n/10-Séiure (Kjeldahl). 
4,600 mg Substanz lieferten 2,921 mg AgBr. 


Ber. fiir 
H,— H 
\CH-CH,-CH-NH-CO-N ig Ob N.CO-NH-CH.CH,CH(~ : 
| H,—CH, d CH, 
COCHBr-CH, OCHBrCH, 
C.,H,,.N,O,Br, (Mol.-Gew. 582,29) N 9,62°/, Br 27,47°/, 
Gef. ,, 9,49 5: 84,02 


CH, 
CH, 


Aminierung von Di-brompropionyl-dileucyl-piperazin. 
Dialanyl-dileucyl-piperazin. 

1g Dibrompropionyldileucylpiperazin wurde im Stépsel- 
glas mit alkoholischem NH, tibergossen und 3 Tage im Brut- 
raum stehen gelassen. Nach beendigter Aminierung wurde die 
klare Liésung im Vakuum zur Trockne verdampft, mit Wasser 
aufgenommen, mit Kaliumcarbonat stark alkalisch gemacht 
und mehrere Male im Scheidetrichter mit Chloroform aus- 
geschiittelt. Die Chloroformausziige wurden mit Natriumsulfat 
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bis zur Kliérung versetzt, filtriert und vom Chloroform ab- 
destilliert. Es hinterblieb ein farbloser Sirup, der nach langem 
Stehen im Vakuumexsiccator in einen hygroskopischen Kérper 
iiberging, der bei 62—64° schmolz, aber noch Chloroform ab- 
sorbiert enthielt, das selbst bei wochenlangem Stehen im 
Vakuum nicht entfernt werden konnte. Erhitzt man den 
Kérper jedoch — ungeachtet seines niedrigen Schmelzpunktes — 
im Vakuumtrockenapparat bis zum Siedepunkt des Toluols, so 
entweicht das Chloroform unter Blasenbildung und der anfangs 
geschmolzene Kérper erstarrt zu einer spréden, schwach hygro- 
skopischen Masse, deren Schmelzpunkt zwischen 142 und 149° 
liegt. Der Kérper reagiert alkalisch, gibt Piperazinreaktion, 
lést sich leicht in Wasser und Chloroform und — mit Aus- 
nahme von Ather und Petrolither — auch in den meisten 
anderen organischen Solventien. 


0,0156 g verbrauchten 2,08 n/10-Saéure (Kjeldah)). 
7,178 mg lieferten 15,080 mg CO, u. 6,115 mg H,0O. 


Ber. fir 
-CH.:-CH: CO. -CO-NH-OH. -CH 
on, CH: CH: co Non —op,® CO-NH-CH-CH,-C <cu, 
4 “ 
CHNH, CH-NH, 
| 
CH, H, 


C.,H,.N,O, (Mol.-Gew. 454,51) C 58,119/, H 9,82%, N 18,50%, 
Gef. ,, 57,81 ,, 9,58 ,, 18,67 











Weitere vergleichende Studien iiber die Oxydation 
von Polypeptiden und von 2,5-Diketopiperazinen. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Mirz 1925.) 


Die kurze Notiz von Max Liidtke'), wonach er mit der 
Oxydation von Glycinanhydrid mit Wasserstoffsuperoxyd 
beschiftigt ist, veranlaBt uns, iiber entsprechende Versuche 
zu berichten. Wie wiederholt mitgeteilt worden ist, sind im 
hiesigen Institut auf breiter Grundlage vergleichende Versuche 
iiber Oxydation und Reduktion von Polypeptiden und 2,5-Di- 
ketopiperazinen in Angriff genommen, um weiteres Material 
fir die Aufklarung der Struktur der Proteine zu gewinnen. 
Das Ziel der ganzen Untersuchungen ist, Reaktionen ausfindig 
zu machen, die das Vorkommen von Polypeptidketten und von 
Ringsystemen der Art der 2,5-Diketopiperazine und verwandter 
Formen eindeutig beweisen. Wir brauchen nicht darauf hin- 
zuweisen, daB das angestrebte Ziel sehr vieler Vorarbeiten 
bedarf, miissen doch die verschiedenartigen Ausgangsmaterialien 
zum Teil durch Abbau von Eiwei8, zum Teil durch Synthese 
gewonnen werden. Wir haben bereits im vergangenen Sommer 
vergleichende Versuche mit Wasserstofisuperoxyd durchgefihrt. 
Es zeigte sich, daB Diketopiperazine eine Aufspaltung erleiden. 
Es treten offenbar Aldehyde in Erscheinung, die infolge ihrer 
labilen Eigenschaften nicht ohne weiteres zu isolieren sind. 





1) Diese Zs. Bd. 148, 8. 158 (1925). 
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Der Umstand, daB mit den von uns angewandten Carbonyl- 
reagenzien besonders intensive Farbungen schon in der Kialte 
zu erzielen sind, wenn z. B, Glycinanhydrid mit Wasserstoff- 
superoxyd behandelt wird, weist auf die Entstehung von 
Aldehyden hin. Es eriibrigt sich wohl, an dieser Stelle noch- 
mals auf die Bemerkungen von M. Bergmann und seinen 
Mitarbeitern') einzugehen, wonach auch andere Verbindungen, 
als Diketopiperazine, mit Pikrinséure usw. eine positive Re- 
aktion geben. Hitte sich Bergmann iiber die Bedeutung 
der betreffenden F'arbreaktionen unterrichtet, dann wire ihm 
nicht entgangen, daB ihre Entdecker bereits dargetan haben, 
daB sie fiir keine bestimmte Verbindung charakteristisch sind, 
sondern fiir bestimmte Atomgruppierungen. Nicht Sasaki hat, 
wie M. Bergmann anfiihrt, entdeckt, daB Glucose und andere 
Verbindungen auch eine positive Reaktion ergeben, vielmehr 
war das schon langst zuvor bekannt. Wir selbst haben in 
unserer Arbeit Beweise dafiir erbracht, daB die betreffenden 
Farbreaktionen nicht fiir 2,5-Diketopiperazine charakteristisch 
sind. Jaffé hat gezeigt, daB Kreatinin mit Pikrinsaéure eine 
Farbreaktion gibt. Bei dem von Bergmann angefihrten 
Anhydro-Glycylserinanhydrid ist a priori nach der ganzen 
Struktur der Verbindung zu erwarten, daB eine entsprechende 
Farbreaktion positiv ausfallt, ja sie kann geradezu als Beweis 
fir die angenommene Struktur dienen. Man vergleiche dazu 
auch die Struktur des Kreatinins. Es sei nochmals mit allem 
Nachdruck betont?), daB wir die erwahnten Farbreaktionen 
nicht primar dazu verwendet haben, um den Nachweis zu 
fiihren, daB im EKiweiB Diketopiperazinringe oder entsprechende 
Formen vorhanden sind, vielmehr gingen den ganzen Unter- 
suchungen eingehende Studien iiber Oxydation und Reduktion 
voraus. Erst im AnschluB an die Ergebnisse dieser Versuche 
ist mit Carbonylreagenzien unter allem Vorbehalt gepriift 
worden, ob mit ihrer Hilfe ein weiterer Anhaltspunkt fiir das 





1) Max Bergmann, Arthur Miekeley, Fritz Weinmann und 
Erich Kann, Diese Zs. Bd, 148, S. 108, 116 (1925). 

%) Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden, Uber die Konstitution 
von Proteinkérpern. Diese Zs. Bd. 142, 8. 306 (1925). 
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Vorkommen der betreffenden Atomgruppierungen im Hiweif 
aufzufinden ist. Genau so, wie jedermann weiB, daB die positive 
Millonsche Reaktion fiir Tyrosin nicht spezifisch ist, jedoch 
fir das Vorkommen dieser Aminosiure im Kiwei8 Verwendung 
finden kann, nachdem erwiesen ist, daB ein anderes Phenol nicht 
in Frage kommt, kénnen wir mit den betreffenden Farbreaktionen, 
nachdem auf anderem Wege Anhaltspunkte fiir das Vorkommen 
von Diketopiperazinen im Eiwei8 aufgefunden sind, auf solche 
Atomgruppierungen fahnden. Da wir selbst alle Vorsicht 
walten lieBen und keinen Zweifel dariber gelassen haben, daB 
die Befunde der Reduktions- und Oxydationsversuche in erster 
Linie maBgebend sind, so war es vollkommen unnétig, dab 
M. Bergmann in sehr voreiliger Weise eine Kritik an unserer 
Arbeit geiibt hat. 


Wir setzen die ganzen Forschungen fort. Es sind im 
hiesigen Institut Versuche iiber die Einwirkung von Ozon auf 
Polypeptide und Diketopiperazine im Gange. Auch die Re- 
duktionsversuche werden unter Abinderung der bisher an- 
gewandten Methodik weitergefiihrt. Der eine von uns (A.) wire 
dankbar, wenn ihm fir einige Zeit die von keiner anderen 
Seite zur Zeit der ersten Veréffentlichungen aus dem hiesigen 
Institut in Angriff genommenen vergleichenden Untersuchungen 
iiber das Verhalten von Diketopiperazinen und Polypeptiden 
gegeniiber bestimmten LEingriffen iiberlassen bliebe. Es liegt 
im Interesse einer ruhigen und griindlichen Weiterfiihrung der 
angefangenen Forschungen, wenn sie ohne Hast durchgefiihrt 
werden kénnen. 


Experimenteller Teil. 
(Versuche, begonnen am 1. August 1924.) 


Wir setzten zunichst einen Versuch mit Glycinanhydrid 
in 5°/,igem Wasserstofisuperoxyd und Ferrosulfat als Kataly- 
sator an. Das Reaktionsgemisch wurde wihrend 4'/, Wochen 
— dem Sonnenlicht ausgesetzt — stehen gelassen. Nach dieser 
Zeit wurde ein kleiner Teil des Diketopiperazins unverin- 
dert zuriickgewonnen. Das Eisen wurde als Eisenhydroxyd 
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mit Ammoniak gefallt und abfiltriert. Das Filtrat dampften 
wir dann im Vakuum bei niederer Temperatur zur Trockne 
ein. Der Riickstand wurde mehrmals mit absolutem Alkohol 
ausgezogen. Es hinterblieb neben Ammoniumsulfat eine Sub- 
stanz mit schwach positiver Ninhydrinreaktion. Aus dem 
Alkohol fiel beim Erkalten eine weiSe Substanz krystallin aus. 
Diese zeigte stark positives Verhalten gegeniiber Nesslers 
Reagens. Das Produkt enthielt 7,1°/, Asche. Die Asche er- 
wies sich als Ammoniumsulfat. Der Schmelzpunkt der er- 
waihnten Substanz wurde zu / = 200—210° gefunden. 
e = 0,0215 g Substanz verbrauchten 4,29 cem n/10-Saure. 


Das entspricht 6,00 mg N. Davon gehen 0,32 mg N der Asche ab. 
Es verbleiben: 5,68 mg N. Diese entsprechen: 26,42 °/, N. 


An Ammoniakstickstoff wies das Produkt beim Kochen 
mit konzentrierter Natronlauge auf: 
0,0200 g Substanz verbrauchten 4,00 cem n/10-Siure. 
Das entspricht 5,60 mg N. Hiervon gehen 0,30 mg N der Asche ab. 
Es verbleiben 5,8 mg N und diese entsprechen 
26,50 °/, Ammoniak-Stickstoff. 
Es war leider nicht in genitigender Menge Substanz vorhanden, 
um weitere Analysen durchzufiihren. Auf Grund der erhaltenen 
Analysenwerte und der Eigenschaften kénnte die Substanz eine 


Verbindung von der Formel —— sein. Die Bildung 
COONH, 


dieser Substanz bei der Oxydation aus Glycinanhydrid wire 
erklarbar. Kutscher und Schenk’) geben fiir eine Substanz 
der obigen Formel den Schmelzpunkt 226° an. Der Stick- 
stoffwert berechnet sich zu 26,41°/,. Die Substanz ist in 
kaltem Wasser und kaltem Alkohol schwer léslich. 

Wir stellten weitere Oxydationsversuche mit Wasserstoff- 
superoxyd an Dipeptidanhydriden und Polypeptiden, wie folgt, an. 

1. 1g Glycinanhydrid wurde mit 30 ccm 10 °/,igem Wasser- 
stofisuperoxyd ohne Katalysator etwa 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Ein groBer Teil des Anhydrides 
war unangegriffen geblieben. Die Liésung zeigte keine Nin- 





1) Kutscher u. Schenk, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2980 (1904). 
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hydrinreaktion. Das Gemisch wurde im Vakuum bei etwa 60° 
eingedampft. Es hinterblieb Glycinanhydrid als weiBer Riick- 
stand (etwa 0,5 g). Das zuriickgebliebene Diketopiperazin 
wurde mit kaltem Wasser ausgewaschen. Im Wasser befand 
sich noch eine geringe Menge Wasserstofisuperoxyd. Die waBrige 
Lésung wies bereits in der Kalte positive Carbonylfarbreak- 
tionen auf und zeigte ferner reduzierende Kigenschaften. Nach 
dem Zerstéren der geringen Menge Wasserstoffsuperoxyd zeigte 
die Lésung stark positive Ninhydrinreaktion. In der waBrigen 
Lésung befanden sich also unzweifelhaft neben hydrolytischen 
Spaltprodukten des Glycinanhydrids Aldehyde bzw. Ketone. 
Durch das beim Eindampfen angereicherte Wasserstofisuper- 
oxyd und durch die Temperaturerhéhung ist also eine Oxy- 
dation vor sich gegangen. Genau ebenso verlief ein weiterer 
Versuch, bei dem Glycinanhydrid mit 30°/,igem Wasserstoff- 
superoxyd bei Zimmertemperatur etwa 20 Stunden stehen ge- 
lassen wurde. Erst beim Erhéhen der Temperatur wahrend 
des EKindampfens trat eine Oxydation ein. 

2. Unter Beriicksichtigung der bei den vorangehenden 
Versuchen festgestellten Tatsache, daB die Oxydation mit 
Wasserstoffsuperoxyd ohne Katalysator beim LErhitzen er- 
folgt, behandelten wir 1g Glycinanhydrid in 30ccm 10°/,igem 
Wasserstofisuperoxyd etwa +/, Stunde bei Siedetemperatur. 
Die Reaktion mit Dinitrobenzoesiure (1:3:5) fiel bereits in 
der Kilte positiv aus. Nach dem Zerstéren des Wasserstoff- 
superoxydes war die Ninhydrinreaktion stark positiv. Die 
Reaktionslésung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft. Es 
hinterblieb ein weiBer, krystalliner Riickstand (etwa 0,4 g), der 
sich nach mehrmaligem Ausziehen mit kaltem Wasser als 
reines Glycinanhydrid erwies. In dem wiaBrigem Auszug be- 
fanden sich Carbonyl enthaltende Verbindungen, die in der 
Kilte positive Farbreaktionen mit Pikrinsiure und m-Dinitro- 
verbindungen aufwiesen und ferner reduzierende Kigenschaften 
zeigten. Die Ninhydrinreaktion war ebenfalls stark positiv. 

8. Unter den gleichen Bedingungen behandelten wir weiter- 
hin Alanyl-glycinanhydrid mit Wasserstoffsuperoxyd in 
der Wirme. Die Reaktionslésung zeigte genau die gleichen 
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Kigenschaften, wie beim Glycinanhydrid beschrieben. Beim 
Eindampfen im Vakuum hinterblieb neben anderen Produkten 
noch unverandertes Anhydrid. Vor dem Eindampfen und im 
wiBrigen Auszug nach dem Eindampfen waren die Carbony:- 
farbreaktionen bereits in der Kalte positiv. Die Ninhydrin- 
reaktion war nach dem Zerstéren des Wasserstofisuperoxyds 
ebenfalls positiv. 

4, Kin anderes Verhalten in bezug auf den Ausfall der 
Carbonylfarbreaktionen in der Kalte wiesen die untersuchten 
Aminosiuren, Polypeptide, EiweiBstoffe auf. Zur Untersuchung 
kamen unter den gleichen Bedingungen, wie bei den An- 
hydriden beschrieben: Glykokoll, Leucin, Glycyl-glycin, 
Leucyl-glycin, Leucyl-diglycyl-glycin, Seidenpepton 
und Gelatine. Nach langerem Kochen mit Wasserstoffsuper- 
oxyd war ein positiver Ausfall der Carbonylfarbreaktionen in 
der Kalte, wie bei den Anhydriden, nicht zu verzeichnen. 
Die Oxydation verliuft also entweder anders als bei den Di- 
ketopiperazinen oder die gebildeten Aldehyde und Ketone haben 
Gelegenheit, sich zu kondensieren oder sich andersartig zu 
verindern, so dab sie keine positiven Farbreaktionen mehr 
aufweisen. 7 

Wir priiften ferner, ob der Zusatz von héher molekularen 
EKiweiBabbauprodukten einen HinfluB auf den Oxydationsverlauf 
bei den Diketopiperazinen ausiibt. Bei der Oxydation von Glycin- 
anhydrid unter Zusatz von Seidenpepton war ein anderes Ver- 
halten nicht zu bemerken. Die Carbonylfarbreaktionen fielen in 
der Kilte positiv aus. Anders dagegen verhielt sich Alanyl- 
glycinanhydrid bei der Oxydation unter Zusatz von Seidenpepton. 
Die Carbonylfarbreaktionen waren nach langerem Kochen des 
Gemisches mit Wasserstoffsuperoxyd in der Kialte negativ. 
Oxydierten wir Alanyl-glycinanhydrid zunichst allein und 
- getzten nach beendeter Reaktion Seidenpepton hinzu, so wurderi 
die vor dem Zusatz in der Kalte positiv ausfallenden Carbonyl- 
farbreaktionen nach der Zugabe negativ. Die entstandenen 
Carbonyl enthaltenden Stoffe waren also allem Anschein nach 
eine Verbindung mit dem Seidenpepton eingegangen, oder sie 
hatten eine sonstige Verainderung erlitten. 
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Die Ergebnisse dieser Vorversuche sind, kurz zusammen- 
gefaBt, die folgenden: AuBer dem verschiedenen Ausfall der 
Carbonylfarbreaktionen in der Kialte bei der Oxydation von 
Anhydriden und Polypeptiden lieB sich zunichst kein weiteres 
Kriterium fir ein verschiedenes Verhalten der beiden Ver- 
bindungen gegeniiber Wasserstoffsuperoxyd auffinden. Bei der 
Behandlung von Diketopiperazinen mit Wasserstoffsuperoxyd 
entstehen wenigstens zu einem Teil die hydrolytischen Spalt- 
produkte dieser Stoffe: Dipeptide oder Aminosiure, wie aus 
dem positiven Ausfall der Ninhydrinreaktion hervorgeht. 

Die Oxydationen mit Wasserstoffsuperoxyd scheinen auf 
Grund der Vorversuche nicht so eindeutige und geeignete 
Unterscheidungsmerkmale fiir Polypeptide und Diketopiperazine 
zu ergeben, wie es bei der Oxydation mit Permanganat der 
Fall ist. Wir stellten daher seinerzeit unsere Untersuchungen 
hieriiber zugunsten wichtigerer Arbeiten zuriick. 
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Zur Kenntnis der Flechtenstirke. 


Von 
Hans Pringsheim. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9, Marz 1926.) 








Kirzlich haben P. Karrer und B. Joos’) der von mir?) 
aufgefundenen Identitaét des sogenannten Isolichenins, des sich 
mit Jod bliuenden Kohlehydrates der Cetraria islandica, mit 
der Inhaltssubstanz der Starke aus folgenden Griinden wider- 
sprochen: sie finden, da8 man den Alkoholniederschlag aus 
den waBrigen und durch Abkihlen vom Lichenin befreiten 
Extrakten des islandischen Mooses durch Fehlingsche Lésung 
in verschiedene Fraktionen aufteilen kann, von denen die erste 
+ 88° drehende Mannan-haltig, die zweite + 148° drehende 
Mannan-frei war. Deshalb soll unser reines und +189? 
drehendes Isolichenin nicht mit der Stirkeamylose iiberein- 
stimmen und nicht zu 100°/, durch Amylasen in Maltose 
spaltbar sein kénnen. , 

Ich habe daraufhin mit Hilfe des Herrn W. Knoll die 
Isolierung des Isolichenins wiederholt, durch mehrfaches Wieder- 
auflésen und Abfiltrieren des im kalten Wasser schwer léslichen 
Anteils erneut das reine Produkt von der spezifischen Drehung 
+ 188,2° erhalten und seine Spaltung durch Amylase durch- 
gefiihrt, wie nachstehende Angaben zeigen. 

0,3 g der schwer zu gewinnenden Substanz sandte ich an 
Herrn Karrer mit der Aufforderung, seine Angaben in dieser 





1) Diese Zs. Bd. 141, §. 311 (1924). 
2) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1581 (1924). 
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Zeitschrift zu widerrufen. Wenige Tage nach Empfang meiner 
Sendung schrieb Herr Karrer zuriick, da8 auch seine Iso- 
licheninpraparate jetzt + 185° drehen, wovon in seiner Be- 
anstandung meiner Ergebnisse noch nichts zu merken war, 
daB aber auch mein ihm iibersandtes Praparat mit Fehling- 
scher Lésung einen dichten Niederschlag gebe. Die Spaltung 
mit Amylase hat Herr Karrer nicht durchgefiihrt: wenn 
Drehung und Reduktionskraft ungefaihr auf eine Maltoselésung 
stimmten, so sei das, nach dem Schreiben des Herrn Karrer 
ein Zufall, und es sei gewagt, ja unverantwortlich, aus solchen 
Daten allein auf die Anwesenheit von 100 °/, eines bestimmten 
Saccharides zu schlieBen, wobei Herr Karrer ebenso wie in 
seiner Publikation ganz verschweigt, daB wir die Maltose in 
Gestalt des krystallisierten Nitrates identifiziert hatten. 

Als ich nun den Versuch, unser Isolichenin mit Fehling- 
scher Lésung zu fallen, wiederholte, erhielt ich in der Tat die 
von Karrer angekiindigte Fallung; mit genau dem gleichen 
Ergebnis lieB sich der Versuch aber auch mit der Stirke- 
amylose reproduzieren. Es war also kein Mannan, das durch 
Fehlingsche Lésung gefallt wurde, sondern die Amylose 
selbst, ein neuer und schéner Beweis fir die Ubereinstimmung 
der Praparate, um so mehr, als Starke auch in léslicher Form 
durch Fehlingsche Lésung nicht fallbar ist. 

Nach den Angaben des Herrn Karrer enthilt schon die 
+ 148° drehende Isolicheninfraktion kein Mannan mehr, das 
jedoch in dem 185° drehenden Priaparate wieder auftauchen 
soll. Es liegt auf der Hand, wie unwahrscheinlich diese Be- 
hauptung von vornherein war; dazu kommt, daB dann dem 
Mannan ein Koérper der Starkereihe mit sehr hoher Drehung 
von weit tiber 200° hatte beigemischt sein miissen. Ein solcher 
ist in der Chemie der komplexen Polysaccharide iiberhaupt 
unbekannt. Denn die Mannane selbst haben entweder eine 
starke Linksdrehung wie das Steinnunmannan') von — 44°, 
oder gar keine optische Aktivitit wie das aus Salepwurzeln.’) 





1) H. Pringsheim u. Seifert, Diese Zs. Bd. 128, S. 205 (1922). 
*) H. Pringsheim u. Genin, Diese Zs. Bd. 140, S. 299 (1924). 
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Auch in bezug auf die Art der Jodfarbung stimmen die 
beiden Praparate iiberein, denn die Amylose, abgetrennt vom 
Amylopektin, benimmt sich hierbei anders als im Gemenge 
mit ihrer Schwestersubstanz, die Blaufarbung kann nur durch 
ganz geringen Jodzusatz erreicht werden; setzt man etwas 
mehr Jod zu, dann schligt die Farbe sofort in die braune 
Farbe Jod—Jodkaliumlésung um, viel schneller, als das mit 
der gleichen Menge Starke der Fall wire, offenbar weil die 
Hiillsubstanz als Schutzkolloid fiir die Jodamylose dient. 

Nach alledem halte ich meinen Befund, daB die Flechten- 
starke mit der Stirkeamylose identisch ist, wie die Behauptung, 
daB das von mir isolierte Praparat zu 100°/, in Maltose 
spaltbar ist, voll und ganz- aufrecht. 

Herr Karrer bekimpft fernerhin die von mir verteidigte 
Verschiedenheit der Triamylose von der (#-Hexaamylose, init 
der Bemerkung, da8 von den Differenzen kaum noch eine 
tibrig bleibt, welche der Kritik standhalten kann. Nachdem 
er die geringen Unterschiede im optischen Drehungsvermégen 
und der Léslichkeit in Wasser weggeleugnet hat, bleibt als 
Argument fiir die Identitét die Krystallmessung. Ohne den 
Wert dieser Konstanten verkleinern zu wollen, muB bedacht 
werden, daB es sich hier eben um Stoffe vom gleichen Ele- 
mentarkérper mit der méglichen gleichen raumlichen Ver- 
teilung der Atome im Molekiil handelt, wodurch die ausnahms- 
weise analoge Krystallstruktur der mono- und dimeren Tri- 


amylose sehr gut zu erkliren wire. Von neuen Beweisen fir. 


die Verschiedenheit der beiden Polyamylosen sei an die zu 
unserer Theorie passenden Molekulargewichtsbestimmungen der 
Methylo-Tri- und -#-Hexaamylose, wie an die verschiedene 
durch Messung bestitigte Krystallform dieser Kérper, von 
denen wir hier Mikrophotographien wiedergeben, erinnert.’) 
Ganz kiirzlich?) konnten wir zeigen, daB der Bromgehalt des 
krystallisierten Bromadditionsproduktes der 8-Hexaamylose 2 °/, 
niedriger ist als der der Triamylose, ganz in Analogie zum 





) H. Pringsheim u. Goldstein, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1520 (1923). 
* H. Pringsheim u. Steingroewer, Chem, Ber. Bd. 57, 8. 1579 
(1924). 
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abnehmenden Bromgehalt der Bromadditionsprodukte der «-Reihe 
mit wachsender Polymerisation; dieses Argument ist um so 
schlagender, weil die Jodadditionsprodukte der Vertreter beider 
Reihen in sich iibereinstimmende Halogenwerte zeigen. 


Darstellung des Isolichenins. 


100 g islandisches Moos wurden mit der 10fachen Menge 
Wasser zum Sieden erhitzt und heif filtriert; beim Erkalten 
schied sich das Lichenin als Gel ab, das durch Zentrifugieren 
abgetrennt wurde. Die das Isolichenin enthaltende Lésung 
befreiten wir durch 3 maliges Ausfrieren in einer Kaltemischung 
von den letzten Resten des Lichenins und dampften dann im 
Vakuum bei 50° auf 50 ccm ein; diese Lésung wurde 24 Stdn. 
in einer Pergamenthiille im kontinuierlichen Dialysator von 
Gutbier dialysiert und darauf in Alkohol gegossen, worauf 
sich das Isolichenin als gelblichbraune Masse abschied. Diese 
wurde zwecks weiterer Reinigung kalt in verdiinnter Salzsiure 
gelést und wiederum durch EingieBen in Alkohol gefallt. Auf 
der Nutsche scharf abgesaugt und mit absolutem Alkohol 
nachgewaschen, erhielten wir ein Pulver von schwach gelblicher 
Farbe, welches + 156° drehte; wir lésten es nochmals in wenig 
Wasser, lieBen es in Gegenwart von etwas Tierkohle mehrere 
Stunden unter gelegentlichem Umschiitteln stehen und fallten 
die Lésung nach der Filtration wieder durch EingieBen in 
Alkohol. Das so gewonnene Praparat war noch nicht rein 
wei8 und drehte + 175,5°. 

Nach nochmaligem Umfallen in der oben beschriebenen 
Weise erhielten wir ein rein weiBes Pulver von folgender 
Drehung: 


+ 0,95 «5 
ie} ™ 5 5-00805 =F SOS". 





Diastatische Spaltung: 


50 mg Isolichenin 

10 cem Citratpuffer py = 4,8 bei 37°. 
40 com Wasser 

50 mg Diastase (Kahlbaum) 
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Titration mit je 10 ecm 
0> — 1,1 com KMnO, = 17,0 mg Cu (Kigenreduktion des Fermentes) 
72 — 3,1 com » =19,8me , 
12,8 (Reduktion des Spaltungsproduktes) 
Berechnet fiir 10,5 mg Maltose = 11,8 mg Cu. 





Polarisation des Spaltungsproduktes. 


25 cem der obigen Lésung auf 5 com eingeengt: 
ap = 0,789 + 0,029 (J = 1). 
25 mg Diastase in 5 ccm: 
Gy = 0,08 + 0,02° (2 = 1). 
Daher Drehung des Zuckers 0,78 — 0,08 = 0,70°, also 


+ 0,70°- 5 


= = 0 i 0 e 
[@lp 0,027 + 130° (theoretisch + 137°) 





Bei gréBeren Substanzmengen, auf die wir hier zwecks 
Versendung an Herrn Karrer verzichteten, waren die Werte 
in unserer friiheren Veréffentlichung genauer. 
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Uber Halogenverbindungen des Tyrosins. 


Von 


R, Zeynek, 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Marz 1925.) 


Uber die Zersetzlichkeit des Tyrosins, insbesondere iiber 
die Bildung von braunen und schwarzen% Huminstoffen aus 
Tyrosin unter Sauerstoffaufnahme, liegen zahlreiche Arbeiten 
vor, die z. T. za dem Zwecke ausgefthrt worden waren, diese 
Farbstoffe mit den Melaninfarbstoffen des Organismus zu ver- 
gleichen. 

Bei eigenen Versuchen, die dahin gingen, in Wasser 
suspendiertes Tyrosin mittels Chlor und Brom in solche Farb- 
stoffe (braune Flocken) zu verwandeln, wurde die Erfahrung 
gemacht, daB in neutraler oder schwach alkalischer Lisung 
reichlich Huminflocken entstehen, daB aber bei Gegenwart von 
waBrigen Mineralsiuren das Tyrosinmolekiil in einer ganz 
unerwartet glatten Weise, bei vorsicntigem Arbeiten und 
niederer Temperatur sogar ohne Verfirbung, sowohl durch 
Chlor wie durch Brom, in Halogenverbindungen tbergefthrt 
wird. Eine analoge Beobachtung ist letzthin durch Zdenko 
Stary’) aus unserem Institute mitgeteilt worden, daB die 
Oxydation von Kiwei8 mit Wasserstoffsuperoxyd nur bei Gegen- 
wart von maBig konzentrierter Schwefelsiure ohne erhebliche 
Bildung von stickstoffhaltigen Huminsubstanzen vor sich geht. 

Die Ausbeute an Halogentyrosin erreichte nach diesem 
Verfahren allerdings niemals die gleiche Héhe wie bei der 
Einwirkung von Chlor und Brom auf das in Eisessig suspen- 
dierte Tyrosin. Um nun die Nebenreaktionen des iiber- 
schiissigen Halogens (wohl auf die Aminogruppe) zu vermeiden, 





1) Diese Zs. Bd. 144, S. 147 (1925). 
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wurde bei weiteren Versuchen eine geringere Menge des 
Halogens, als zur Bildung von Dihalogenderivaten notwendig 
war, verwendet. Dabei gelang es neben nicht angegriffenem 
Tyrosin und Dihalogentyrosin auch Monohalogenderivate gut 
krystallisiert zu erhalten, allerdings nur durch umetindiiolies 
Umkrystallisieren und in kleiner Ausbeute. 

Monochlortyrosin wie Monobromtyrosin sind aber auf 
anderem Wege leicht und mit sehr guter Ausbeute zu erhalten. 
Da in ibnen das Halogenatom leichter reaktionsfihig ist als 
in den Dihalogenverbindungen, so diirfte das Studium dieser 
Derivate von einigem Interesse sein. 


Darstellung und Eigenschaften von Monochlortyrosin. 


Nach den Erfahrungen von A. Peratoner') wurde die 
Kinwirkung von Sulfurylchlorid auf Tyrosin erprobt. Wahrend 
Peratoner mitteilt, daB Phenole mit besetzter p-Stellung erst 
in der Warme chloriert werden, und daB (a. a. 0. S. 1054) 
p-Oxybenzoesaiure wie iiberhaupt die aromatischen Oxysauren 
mit Sulfurylchlorid nicht reagieren, ergab es sich, daB Sulfuryl- 
chlorid auf trockenes Tyrosin schon in der Kilte iiberaus 
heftig, unter stiirmischer Gasentwicklung, reagiert; doch konnte 
kein krystallisiertes Reaktionsprodukt isoliert werden. 

Wird mit Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff ver- 
diinntes Sulfurylchlorid mit Tyrosin zusammengebracht, so tritt 
keine Reaktion ein. Dagegen erfolgt eine glatte Reaktion, wenn 
Tyrosin in EKisessig suspendiert und nun Sulfurylchlorid zu- 
gefigt wird. 

So wurden 72,4 g Tyrosin (von den gleichen Kigenschaften 
wie in der Mitteilung, Diese Zs, Bd. 114, S. 277 (1921), be- 
schrieben) in einem geraumigen Becherglase unter einem gut 
ziehenden Herd mit 200 ccm Eisessig verriihrt. Nach Zusatz 
von 60 g Sulfurylchlorid tritt unter Erwirmung und starkem 
Aufschiumen (SO,) Lisung ein, und nach etwa 15 Minuten 
scheiden sich reichliche Mengen von Krystallen ab, die nach 
einigen Stunden abgesaugt und mit Kisessig bis zum Ver- 
schwinden des Geruchs nach Acetylchlorid gewaschen wurden. 


1) A. Peratoner, Chem. Zbl. 1898, Bd. I, S. 1051. 
14* 
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Die Reaktion erfolgt nach der Gleichung: 
OH-C,H,-C,H,(NH,)COOH + S0,Cl, = 
OH-Cl-C,H,-C,H,(NH,-HC)COOH + SO,. 

Aus der Mutterlauge lieBen sich noch kleine Mengen von Kry- 
stallen gewinnen. Beim Eindampfen der restlichen Lésung, auch im 
Vakuum, trat Braunviolett- bis Schwarzfirbung auf und spiiter schieden 
sich schwarze, schwefelhaltige Massen aus. 

Die abgesaugten Krystalle sind in Wasser und in Weingeist 
leicht léslich. Beim Liésen in Wasser trat ein leichter Geruch 
nach Schwefeldioxyd auf, vermutlich durch die Bildung einer 
Spur des leicht zersetzlichen (durch Thionylchlorid erhialtlichen) 
Schwefligsiureesters des Tyrosins. Wird die Lésung mit 
Ammoniak oder Lauge bis zur deutlich alkalischen Reaktion 
versetzt, hierauf mit Essigsiure angesduert, so tritt langsam 
eine Ausscheidung von derben Krystallen (Monochlortyrosin) 
ein. Solche Krystalle hatte Herr Dr. W. R. Zartner die 
Freundlichkeit zu untersuchen und fand sie sehr ahnlich denen 
des Dichlortyrosins.’) 

Bei drei solchen Darstellungen wurden 81, 84, 87°/, der berech- 
neten Menge von Monochlortyrosin-HCl erhalten, aus diesem 90—95°/, 
der berechneten Menge von Monochlortyrosin. 

Der Schmelzpunkt des Monochlortyrosins wurde zu 256 
bis 257° gefunden, der Krystallwassergehalt in 3 Proben zu 
7,0, 7,64, 7,39°/, (ber. 7,71°/,), der Chlorgehalt der trockenen 
Krystalle nach Piria-Schiff: 15,84, 16,45°/, (ber. 16,45°/,) 
der Stickstofigehalt der trockenen Krystalle: 6,59, 6,62°/, 
(ber. 6,50°/,). Die Léslichkeit in Wasser diirfte der des 
Dichlortyrosins gleich sein; in Weingeist ist es nur spuren- 
weise léslich. Der Geschmack ist schwach bitter. Monochlor- 
tyrosin gibt mit Millons Reagens und Nasses Reagens keine 
Farbung, erst nach lingerem Stehen in der Kilte oder nach 
Erwirmen wird allmahlich eine positive Reaktion mit beiden 
Reagenzien erhalten. Demnach ist entsprechend Peratoners 
Erfahrungen das Chlor in Orthostellung zum Phenolhydroxyl 
eingetreten. Die gesattigte waBrige Lisung gibt mit Hisen- 
chlorid eine Violettfirbung, die sich beim Erwarmen in einen 





1) W. R. Zartner, Zs. f. Krystallographie Bd. 59, S. 555 (1924). 


Uber Halogenverbindungen des Tyrosins. 9 249 


mehr roten Farbenton verwandelt. Verdiinnte salzsaure 
Lésungen werden durch Phosphorwolframsiure nicht gefillt. 

Im Vakuum der Volmerpumpe erhitzt trat Zersetzung ein, auch 
der Methylester wurde zersetzt und gab nur eine geringe Menge fliich- 
tiger Zersetzungsprodukte. 

Bei der Titration mit Lauge (Phenolphthalein) verbrauchten 0,6045 g 
des krystallwasserfreien Priparats 15,8 cem n/10-Lauge (ber. 28,0 ccm), 
nach Zusatz einer neutralen Formaldehydlésung weitere 25,2 cem der 
Lauge. 0,6251 g eines anderen Priparats verbrauchten nach Formaldehyd- 
zusatz 36,5 ecm (ber. 29,0 cem) n/10-Lauge zur Neutralisation. 

Bemerkenswert ist, daB konz. Schwefelsiure schon bei 
Wasserbadtemperatur HCl abspaltet, im Gegensatz zu Dihalogen- 
(Br, Cl)-Tyrosin, doch wurde das Reaktionsprodukt nicht kry- 
stallisiert erhalten. Auch durch verdiinnte Salpetersiéure + 
Silbernitrat wird bei langerem Erwairmen auf dem Wasserbad 
die Hauptmenge des Halogens als Chlorsilber abgespalten. 
Beim Erhitzen mit NaHS, auch nach Kupferzusatz, bis 170°, 
wurde nur Tyrosin wiedergewonnen. 

Optisches Verhalten: Eine 4,38°/,ige wiBrige Loésung 
des trockenen Monochlortyrosin-chlorhydrats gab [«]i° = —8,6°, 
eine gleich konz. Lésung in 4°/, iger Salzsaiure gab [a]j° = —3,1°. 

Benzoylverbindung: Mit Benzoylchlorid und Natrium- 
bicarbonat nach E. Fischer behandelt, wurde der Dibenzoyl- 
ester erhalten, der beim Umkrystallisieren aus Weingeist noch 
Benzoesdure enthielt, aus Kisessig umkrystallisiert in schénen 
Nadeln vom Schmelzp. 195° gewonnen wurde. Chlorgehalt 
gef. 8,045°/,, ber. 8,383°/,. 

Es sei hervorgehoben, daB Dibenzoyltyrosin selbst nicht 


‘mit Sulfurylchlorid reagiert, auch durch Brom nicht bro- 


miert wird. 

Formylverbindung: Sie wird leicht beim Erhitzen mit 
Ameisensaure in schénen Krystallen erhalten. Schmelzp. 198°. 
Chlorgehalt gef. 15,0°/,, ber. 14,58°/,; Stickstoffgehalt gef. 
5,52°/,, ber. 5,75°/,. 

Chlor—Bromtyrosin: Aus Monochlortyrosin wird 
durch EKinwirkung von Brom in Eisessig Chlor—Bromtyrosin- 
HBr erhalten, welches in Wasser gelést, bei der Neutralisation 
das in kaltem Wasser schwer lésliche Cl—Br-tyrosin gibt. 
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Aus heiBem Wasser umkrystallisiert derbe Prismen, ohne 
Krystallwasser; Schmelzp. 252—254°, Bromgehalt gef. 26,95 °/ 
ber. 27,16°/,. 

Chlor—Nitrotyrosin: Analog ist die Umwandlung von 
Monochlortyrosin in Chlor—Nitrotyrosin durch Einwirkung von 
Salpetersiure in Eisessig leicht durchfihrbar. Die zuerst 
erhaltene Nitratfillung wird abgesaugt, in wenig Wasser gelist, 
bei der Neutralisation der Lésung werden gelbe Blattchen vom 
Schmelzp. 208—210° (geschlossenes Réhrchen, starker Druck) 
erhalten. Chlorgehalt gef. 13,01, ber. 13,63°/,. 

Umgekehrt gelang es nicht, Mononitrotyrosin durch Ein- 
wirkung von Chlor bzw. nasc. Chlor, trotz mannigfach modi- 
fizierter Versuche, in krystallisierten CI-NO,-Tyrosin tiberzufiihren. 
Es entstanden Harze, meist unter Bildung von Chlorpikrin. 


Dieses Verhalten erschien mir besonders auffallend im Vergleich 


zu dem mitzuteilenden leichten Aufnahmsvermégen des Nitrotyrosins 
fiir Brom. 


Nitrotyrosinnitrat ist recht rein und mit guter Ausbeute aus ge- 


kiihlter Eisessigsuspension von Tyrosin durch allmihligen Zusatz konz, 
Salpetersiure zu gewinnen. 


Die Darstellung von Cl-J-Tyrosin aus (mono)Cl-Tyrosin ist nicht 
gelungen. 

Monochlor-p-oxyphenylathylamin: p-Oxyphenyl- 
ithylamin gibt mit Sulfurylchlorid bei Gegenwart von Eisessig 
die HCl-Verbindung des Monochlor-oxyphenylithylamins, die 
in Kisessig ma&Big léslich ist. Daher soll nur so viel Kisessig 
verwendet werden, als nétig ist, um die Reaktion einzuleiten 
und einen Uberschu8 von SO,Cl, unschiidlich zu machen, 
sowie krystallisationshemmende Nebenprodukte in Lisung zu 
halten. 

Die HCl-Verbindung stellt derbe prismatische Krystalle 
dar, vom Schmelzp. 210° (ohne Zersetzung), Millons Reaktion 
ist negativ. 

HCl-Titration nach Volhard: Cl gef. 16,3%, ber. 17,0%/, 

Gesamt-Cl nach Piria-Schiff:  gef. 33,2°/,, ber. 34,9°/,. 

Durch vorsichtige Fallung der wiBrigen Lisung mit Lauge 
wurde die freie Base als Niederschlag von cholesterinartigen 
Krystallplattchen erhalten. Schmelzp. 125°. 
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Darstellung und Eigenschaften von Monobromtyrosin. 


Ks lag am niachsten, ein analoges Verfahren wie bei der 
Darstellung des Monochlortyrosins zu suchen. Da Sulfaryl- 
bromid wohl nicht existiert*), wurde zuerst versucht, die Kom- 
ponenten desselben, Schwefeldioxyd und Brom, in Aquivalenten 
Mengen in Hisessig auf Tyrosin wirken zu lassen, entsprechend 
der bei Monochlortyrosin aufgestellten Gleichung. Es wurden 
aber als Hauptprodukte Dibromtyrosin und Tyrosin selbst 
erhalten, z.'T. als leicht zersetzliche Schwefligsiureester, woraus 
geschlossen werden kann, daB die Gegenwart von Schwefel- 
dioxyd nicht die Brombindung des Tyrosins beeinflubt. Auch 
bei Anwendung von SO, im Uberschu8 wurde Monobromtyrosin 
nicht erhalten. 

Nach den Erfahrungen, da8 die Kinwirkung von SO,Cl, 
auf Tyrosin je nach dem Lésungs- bzw. Verdiinnungsmittel 
sehr verschieden ist, wurde versucht, Brom in verschiedenen 
Lésungsmitteln auf Tyrosin einwirken zu lassen. So wurde 
z. B. gefunden, daB in Chloroform oder in Tetrachlorkohlen- 
stoff geléstes Brom auf Tyrosin kaum einwirkt, auch wenn 
dieser Mischung kleine Mengen von Hisessig zugesetzt werden. 
Bei weiterem vorsichtigen Zusatz von Hisessig gelingt es zwar 
gelegentlich, Monobromtyrosin zu erhalten, doch war ihm immer 
etwas Dibromtyrosin beigemischt. 

Tyrosin in Bromwasserstoff—Kisessig, mit Sulfurylchloria 
versetzt, gab kein Bromtyrosin. 

Dagegen wird in konzentrierter Ameisensiure (Kahlbaum) 
suspendiertes, fein verteiltes T'yrosin durch langsamen Brom- 
zusatz (2 Atome Brom) bei guter Kihlung fast quantitativ in 
Monobromtyrosin verwandelt. Wenn das Brom durch ein 
indifferentes Lisungsmittel (z. B. Chloroform) verdiinnt zugefiigt 
wird, so bedarf es keiner Kihlung. Die Reaktion geht aber 
auch ebenso vor sich, wenn die Ameisensaure mit dem gleichen 
Volum Wasser verdiinnt verwendet wird. Anscheinend tritt 
als einzige Nebenreaktion die Bildung des Formylesters auf, 
der durch Mineralsiuren bekanntlich leicht spaltbar ist. 





1) G@melin-Kraut, Handbuch, 7. Aufl, I, Bd. 2, S. 278. 





252 R. Zeynek, 


Beispiel: 36,2 g Tyrosin wurden mit 120 ccm Ameisen- 
siure (Kahlbaum) verrihrt, unter Wasserkiihlung und gutem 
Umrihren wurden aus einer in eine Capillare ausgezogenen, 
in die Fliissigkeit miindenden Biirette 10,2 com Brom zu- 
gegeben. Nach Zusatz dieser Brommenge klart sich die Fliissig- 
keit vollstindig, doch bald beginnt die Krystallisation, und 
nach 12 Stunden ist die Flissigkeit zu einem Krystallbrei er- 
starrt. Dieser wurde 1 Stunde lang mit Salzsiure gekocht, 
dann wurde im Vakuum abgedampft, der Riickstand wurde in 
Wasser gelést, mit Lauge neutralisiert, hierauf mit Essigsiure 
schwach angesduert. Nach 5 Stunden wurden die Krystalle 
abgesaugt, ihr Gewicht betrug nach dem Trocknen bei 120° 
46,4 g. 

Analog kann der Krystallbrei mit Ather verdiinnt und 
hierauf abgesaugt werden, doch wird auch dann etwas Formy]l- 
ester gebildet. Wird die Bromierung in wiaBriger Ameisen- 
siure vorgenommen, so tritt nach dem Bromzusatz keine Aus- 
scheidung ein; nachdem die Flissigkeit im Vakuum vertrieben 
worden war, enthielt der Riickstand auch etwas von der Formyl- 
verbindung und mufte mit Salzsiure, wie oben beschrieben, 
gekocht werden, um sie zu zerstéren. 

Sowohl bei der Abscheidung der Krystalle aus der kon- 
zentrierten waBrigen Hydrobromid- bzw. Hydrochloridlésung 
wie beim Umkrystallisieren aus heiBem Wasser traten aber 
jedesmal nebeneinander zweierlei Krystallformen auf; zuerst 
schieden sich derbe ,sandige“ Kérnchen ab, auf diesen Nadel- 
formen, so daB der Verdacht, das Reaktionsprodukt sei nicht 
einheitlich, die Publikation dieser mehr als 2 Jahre zuriick- 
liegenden Erfahrungen zu verschieben gebot. __ 

Es hat sich nun aber herausgestellt, daB der Dimorphis- 
mus der Krystalle auf die Temperatur, bei welcher die Ab- 
scheidung erfolgt, zuriickzufiihren ist. Bei einer Temperatur 
von etwa 30° scheiden sich die sandigen Krystalle von Mono- 
bromtyrosin mit 1 Mol. Krystallwasser, bei niedriger Tem- 
peratur nadelférmige Krystalle mit 2 Mol. Krystallwasser ab; 
méglicherweise wirken auch anderen Faktoren, Verunreini- 
gungen, héherer Saéuregehalt der Lésung, mit, daB sich dann 
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die Nadelformen ausscheiden. Der direkte Beweis dafiir, dad 
die beiden Krystallformen in den gleichen Beziehungen zu- 
einander stehen, wie etwa Gips und Anhydrit, konnte dadurch 
erbracht werden, daB die nadelférmigen Krystalle durch tage- 
langes Stehen (meist geniigte etwa 30stiindiges Stehen) in 
waBriger Suspension bei 30° in die Kérnchenform iibergefiihrt 
werden konnten. So gelang es, sehr schéne Krystalle der 
ersten Form zu gewinnen; Herr Dr. W. Zartner, Assistent 
am mineral. Institut der hiesigen deutschen Universitit, hatte 
die besondere Liebenswiirdigkeit, auch noch diese Krystalle 
zu untersuchen, woriiber folgendes mitgeteilt werde: 

Der Habitus der Krystallchen ist fast derselbe wie bei 
Monochlortyrosin, nur sind die optischen Konstanten des Mono- 
bromtyrosins (2 # und y) gréBer als bei Monochlortyrosin. Die 
ausfihrlichen Daten werden in der Zeitschrift fir Krystallo- 
graphie veréffentlicht. 

Der Schmelzpunkt des Monobromtyrosins wurde zu 246 
bis 249° gefunden (stiirmische Zersetzung). | 

Krystallwassergehalt der ,sandigen“ Krystallkérner: gef. 


6,25, 6,56°/,, ber. 6,48°/,. Bromgehalt: gef. 28,86, 28,90°/,, 


ber. 28,78 °/,, Stickstofigehalt: gef. 5,042 °/,, ber. 5,036 °,. 
Krystallwassergehalt der nadelférmigen Krystalle: gef. 11,6, 

12,1 °/,, ber. 12,16 °/,. Nach dem. Trocknen bei 125° (da das 

Krystallwasser erst bei dieser Temperatur vollstandig entfernt 


wird), wurde gefunden: Brom 30,49°/, (ber. 30,77°/,), Stick-. 


stoff 5,393°/, (ber. 5,885 °/,). 

Kin Darstellungsverfahren fiir Monobrom-(d,1)-tyrosin haben 
bereits Rosenmunt und Mitarbeiter’) mitgeteilt. Es ist mir 
nicht gelungen, nach diesem Verfahren die angegebene Aus- 
beute und ein reines Praparat zu gewinnen, ich konnte auch 
nur Substanzen von dem von den Autoren angegebenen Schmelz- 
punkt 223—226° erhalten, und zwar neben Tyrosin und Dibrom- 
tyrosin. Reines inaktives Monobromtyrosin schmilzt bei 256°. 

Monobromtyrosin ist in heiBem Wasser und in heifem 
Kisessig gut léslich, in kaltem Wasser ist seine Léslichkeit 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 2044 (1928). 
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eine geringe, doch entstehen leicht tibersattigte Lisungen. Im 
iibrigen verhalt es sich gegen Reagenzien wie Monochlortyrosin, 
nur diirfte bei analogen Reaktionen das Brom leichter eliminier- 
bar sein als das Chlor im Monochlortyrosin. 

Optisches Verhalten: eine 5°/,ige waBrige Lisung von 
(trockenem) Monobromtyrosin mit der zur Bildung des Hydro- 
chlorids berechneten Menge Salzsiure versetzt gab [a]f° = — 7,0°, 
die gleich konzentrierte Lésung in 4°/,iger Salzsiure gab 
fa]é° = — 3,7°. 

Nitrobromtyrosin. Durch vorsichtigen Zusatz von kon- 
zentrierter Salpetersiure zur Lisessiglésung des Monobrom- 
tyrosins entsteht Brom-Nitrotyrosin, das als Nitrat herausfalit. 
Mit besserer Ausbeute ist die gleiche Substanz zu erhalten, 
wenn eine EKisessiglésung von Nitrotyrosin mit einem geringen 
UberschuB von Brom versetzt wird, wobei eine Fallung des 
Hydrobromids entsteht. In dieser Hinsicht unterscheidet sich 
unerwartet die Wirkung des Broms von der des Chlors, da, 
wie schon mitgeteilt, es nicht gelungen ist, Chlor an Nitro- 
tyrosin zu binden. 

Brom-Nitrotyrosin krystallisiert in schénen makroskopischen 
Nadeln; Schmelzpunkt im geschlossenen Réhrchen: 204—206° 
unter plétzlicher Schwairzung; Brom gef. 26,04 °/,, ber. 26,23 °/,. 

Zur Brombestimmung wurde das Priparat mit Natrium und Wein- 
geist gekocht, dann abgedampft (entsprechend dem Verfahren von 
Stepanow’), hierauf aber unter Zusatz von Soda-Salpeter vorsichtig 
geschmolzen. Ohne diese Vorbehandlung wurden zu geringe Bromwerte 
erhalten. | 

Diese Versuche waren einerseits als Vorstudien gedacht, 
welche vielleicht bei der Untersuchung der Konstitution von 
Eiweifkérpern yon Wert sein kénnten, andererseits ergaben 
sich schon jetzt unerwartete Reaktionserscheinungen, die wohl 
auf die Beeinflussung des Benzolringes durch die entfernte 
Aminogruppe zu beziehen sind. Die Untersuchungen werden 
fortgesetzt. 


Prag, Deutsches med.-chem. Universitatsinstitut. 





1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 4056 (1906). 
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Uber die Grenzen der Fallbarkeit der Gelatine 
durch Tannin. 
Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 





(Aus dem Laboratorium der biologischen Chemie an der II. Moskauer Staatl., Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1925.) 


In der Absicht, die minimale Konzentration festzustellen, 
bei der die Gelatine einen Niederschlag mit Tanninlésungen 
gibt), fiihrten wir vergleichende Bestimmungen der Grenze 
der Fiallbarkeit von Gelatinelésungen bei deren Verdiinnung 
mit Wasser, 2°/,,iger Na,CO,- und 2°/,,iger NaHCO,-Lésung 
aus. Da die waBbrigen Tanninlésungen infolge von Kinnistung 
von Mikroorganismen bald verderben, so bereiteten wir 4 °/,ige 
Lésungen in 50°/,igem Alkohol und verdiinnten sie vor dem 
Gebrauch mit der 10 fachen Menge Wasser, 50 °/,igen Alkohols 
oder mit 0,9°/,iger (physiol.), 10°/,iger oder 33°/,iger (ge- 
sattigter) NaCl-Lésung. Zur Untersuchung nahmen wir eine 
0,5 °/,ige Gelatinelésung*) in Wasser (p,, = 4,45,), in 0,2 °/,igem 
NaHCO, (p,, = 8,95) und in 0,2°/,igem Na,CO, (p,, = 10,06): 

Die Versuche zeigten, daB wibrige Gelatine bei einer 
Konzentration von 0,005°/, (p,, = 4,91,) durch den Zusatz von 
3 Tropfen der erwahnten mit Wasser oder Alkohol verdiinnten 
Tanninlésung gefallt wurde. Geschieht aber die Verdiinnung 
des Tannins durch 0,9°/,ige, 10°/,ige oder gesittigte NaCl- 
Lésungen, so wird schon 0,003 °/,ige Gelatine (p, = 4,96) 
gefallt. 


1) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Zs. 54, 323 (1913). 
*) Gélatine Médaille d’or Pulene Fréres. Paris. 
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Bei Gegenwart von NaHCO, werden nur 0,013 °/, Gelatine- 
lésungen (p,, = 8,85,) gefallt, aber bei Gegenwart von Na,CO, 
0,25 °/,ige Gelatinelésungen (p,, = 10,06) werden nicht gefillt. 
Dabei sei bemerkt, daB deutlichere Niederschlige durch Tannin- 
lésungen erhalten werden, die mit 0,9°/,iger oder 10 °/,iger 
Kochsalzlésung verdiinnt waren. Wir beachten nur die sogleich 
nach dem Zusatz des Reagentin entstehenden Niederschlige; 
beim Stehen erscheinen Niederschlige in schwacheren Gelatine- 
lésungen. 

In den mit Sodalésungen verdiinnnten Gelatinelésungen 
wurde p,, elektrometrisch, in mit Wasser verdiinnten kolori- 
metrisch mittels eines Puffers, der elektrometrisch gepriift 
worden war, bestimmt. 


Schliisse. 


1, WaBrige Gelatinelésungen (p,, = 4,91,) werden von 
Tannin bei bedeutend geringeren Konzentrationen im Vergleich 
zu Sodalésungen (p,, = 8,95 und p,, = 10,06) gefallt [1:33000 
gegen 1: 7700). 

2. Kochsalzhaltige Tanninlésungen geben mit Gelatine 
deutlichere Niederschlige. 

3. 0,25 °/,ige Gelatinelésungen werden bei Gegenwart von 
Na,CO, (p,, = 10,06) durch Tannin nicht gefallt. 

4. WaBrige Gelatinelésungen, die weniger als 0,003 °/, 
enthalten, werden durch Tannin nicht gefiallt. 

5. Gelatinelésungen, die weniger als 0,013°/, enthalten, 
werden bei Gegenwart von NaHCO, (p,, = 8,95,) durch Tannin 
nicht gefallt. 


























Die Zuverlassigkeit der Chinhydronelektrode 
fair die Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
in verschiedenen Lisungen. 


Von 


J. M. Kolthoff. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie der Universitat Utrecht-Holland.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1925.) 


EK. Biilmann und seine Mitarbeiter") (1921, 1923, 1924) 
haben gezeigt, daB man in vielen Fallen die Chinhydronelek- 
trode statt der Wasserstoffelektrode verwenden kann zur Be- 
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration. Die Chinhydron-. 
elektrode hat einen bestimmten Wasserstoffdruck, welcher sehr 
klein ist, und dessen GréBe beherrscht wird von der umkehr- 
baren Gleichung: 

C,.H,0, + H, =~ OC,H,0,H, . (1) 
Chinon Hydrochinon 
Die Wasserstoffkonzentration in der Elektrode ist also: 
Hydrochinon 
[H,] ~* {Chinen} i. 

Die Wasserstoffkonzentration der Elektrode ist so klein, 
daB sie praktisch nicht realisierbar ist (bei 18° ist Py, = 10-44), 
Daher ist es vielleicht besser, den (Ubergang von Chinon in 
Hydrochinon nach der elektrochemischen Reaktion anzustellen: 


C,H,0O, + 2H' +208 = O,H,0,H,. (2) 
Bei der Reduktion von Chinon zu Hydrochinon werden also 


zwei Wasserstoffionen entladen. Aus der letzten Gleichung 
ergibt sich sofort, da8 das Potential einer Chinon—Hydrochinon- 
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elektrode in folgender Weise von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration abhingt: 


B = 0,0577 log ais Corral ; (H'] bei 18°. (3) 


Das Chinhydron ist eine Aquimolekulare Verbindung von Chinon 
und Hydrochinon. Wenn wir also mit einer derartigen Elek- 
trode arbeiten, so ist in Gleichung (3) [Chinon] gleich [Hydro- 
chinon] und wir kénnen statt (3) schreiben: 


E = 0,0577 log K + 0,0577 log [H"] bei 18° (4) 
Wenn [H’] gleich 1N ist, ist : 
E = 0,0577 log K = &, 





und wir haben: 
EH = s, + 0,0577log[H] bei 18°. (5) 

Nach den Untersuchungen von EK. Biilmann ist «, bei 
18° gleich 0,7044 Volt, wenn wir den Wert auf die N-Wasser- 
stoffelektrode beziehen. 

Wenn wir die Messung gegen irgendeine Kalomelstandard- 
elektrode ausfiihren, kénnen wir die Konstante einfacher auf 
ein so aufgebautes Element beziehen und finden, dab: 


0,3665 sere MIN 5 
Pu = 0,0577 (bei 18 " (6) 


™1~ = EMK. gegen 0,1N Kalomelelektrode, 


ee ee ee 
Pu = 0,0577 (bei 18°) (7) 


™, = EMK. gegen 1N Kalomelelektrode , 


0,4496 saciu. 4 735 N ; 
Pu = 0,0577 (bei 18°) (8) 


35 = EMK. gegen 3,5 N Kalomelelektrode . 
Biilmann’) gibt fir den letzteren Fall die Gleichung: 
0,4510 — 2 5 
Pa*  OLot 

Aus den zusammenfassenden Untersuchungen von S. P. L. Sé- 
rensen?) ergibt sich jedoch, daB der Potentialunterschied 
zwischen der 0,1N und 3,5N Kalomelelektrode 0,0831 Volt 
bei 18° betrigt. Wenn wir diesen Wert in Rechnung bringen, 
so findet man die von mir angegebene Gleichung. 

















6) 


i) 
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Zu bemerken ist, dab Stig Veibel*) empfiehlt, die Messung 
nicht gegen eine Kalomelelektrode, sondern gegen eine Chin- 
hydronelektrode in 0,01 N-Salzsiure und 0,09 N-Kaliumchlorid 
auszufihren. Letztere Elektrode ist gut reproduzierbar, bleibt 
jedoch nicht linger als einige Tage konstant. Ganz allgemein 
wird man also einer Kalomelelektrode den Vorzug geben und 
nur in besonderen Fiillen die einfache Veibelsche Vergleichs- 
elektrode benutzen. 

Nach E. Biilmann und J. Krarup‘) ist der Temperatur- 
koeffizient von einem Element aufgebaut aus der Chinhydron- 
elektrode und Normal-Wasserstoffelektrode zwischen 0° und 
37° gleich — 0,00074 Volt, und zwar wird die EMK. bei Tem- 
peraturerhéhung kleiner. Nach der zitierten Mitteilung von 
S. P. L. Sérensen?*) ist der Temperaturkoeffizient von einem 


Elemente aufgebaut aus der Normalwasserstoffelektrode und der 


0,1 N-Kalomelelektrode — 0,00006 Volt 
N- . —0,00024 ,, 
3,5 N- : —0,00039 ,, 
Aus diesen Werten und den Gleichungen (6), (7) und (8) leiten 
wir ab, daB zwischen 10° und 37° gelten: 
0,3665 — 0,00068 (¢ — 18) — m1 
Pa = 0,0577 + 0,0002 (¢ — 18) 
Moin = EMK. gegen 0,1 N Kalomelelektrode , 
0,4181 — 0,00050 (¢ — 18) — 7, 
Pu = 0,0577 + 0,0002 (¢ — 18) 
EMK. gegen 1N Kalomelelektrode , 
0,4496 — 0,00085 (¢ — 18) — mg 54 
Pu = 0,0577 + 0,0002 (¢ — 18) 
35 = EMK. gegen 3,5N Kalomelelektrode. 

Nach den Angaben von Biilmann!’) gibt die Chinhydron- 
elektrode uns eine Methode, um schnell, genau und sehr ein- 
fach die Wasserstoffionenkonzentration zu bestimmen. Die 
Elektrode wird gebildet, indem man zu der zu untersuchenden 
Lésung ein wenig von schwer léslichem Chinhydron hinzufigt, 
ein Stiickchen blankes Platin eintaucht und kurze Zeit um- 
schiittelt. Die Elektrode gibt oft auch in den Fallen, wo man — 
mit der Wasserstoffelektrode nicht auskommen kann, gute 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIV. 18 
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reproduzierbare Werte. So kann die Wasserstoffelektrode nicht 
verwendet werden bei Anwesenheit von Metallen, welche in 
der Spannungsreihe unter Wasserstoff stehen, die Chinhydron- 
elektrode ist dann gut brauchbar. Auch fir die Bestimmung 
von p, im Boden ist sie zu empfehlen (Kolthoff (1923); 
Biilmann (1924); Christensen und Jenssen (1924)).°) 

Die Chinhydronelektrode ist eine sehr wichtige, sowohl 
vom theoretischen, wie vom praktischen Standpunkt. Von 
theoretischer Seite ist die Chinhydronelektrode ausfihrlich 
untersucht worden (vgl. Bibliographie unter 7) und ‘)); auch 
der Salzfehler (Aktivitét vom Chinhydron) ist bestimmt (vgl. 
unter ")), so daB wir uns hier nur auf die praktische An- 
wendung beschrinken werden. | 

Die Chinhydronelektrode ist auch sehr geeignet fir poten- 
tiometrische Titrationen. Fir Einzelheiten vgl. Kolthoff5); 
V. K. La Mer und T. R. Parsons®); Leslie J. Harries*) und 
F, Auerbach und E. Sunbergk’®). 

Kin Nachteil der Chinhydronelektrode ist, daB sie nur in 
saurem Mittel zu verwenden ist. In alkalischer Lésung hat 
man zwei Stérungen; erstens verhalt das Hydrochinon sich wie 
eine sehr schwache Séiure und nimmt daher Hydroxylionen 
auf, wodurch man eine zu hohe Wasserstoffionenkonzentration 
finden wiirde; zweitens wird das Hydrochinon in alkalischem 
Mittel schnell zu organischen Saiuren oxydiert. Die Jetztere 
Stérung kénnte man aufheben, wenn man mit sauerstofffreien 
Lésungen arbeitete. Jedoch verliert die Methode dann ihre 
Einfachheit. 

Weil die Messungen mit der Chinhydronelektrode sich 
so einfach ausfiihren lassen, kénnen wir erwarten, daB man 
sie in der Zukunft je linger je mehr anwenden wird als Ersatz 
fir die Wasserstoffelektrode. Daher ist es notwendig, alle 
Faktoren kennen zu lernen, welche einen stérenden Einflu8 
auf die Chinhydronelektrode ausiiben. Das Chinhydron — oder 
besser seine Komponente — sind reaktionsfahige Substanzen 
und kénnen mit verschiedenen Stoffen, wie Anilin, in Ver- 
bindung treten. Daher haben wir den EinfiuB von Eiweib- 
substanzen untersucht, um zu wissen, ob man die Chinhydron- 
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elektrode fiir die Messung von biologisch wichtigen Flissig- 
keiten, wie Blutserum u. a. verwenden kann. 

Wie schon bemerkt ist, kann die Chinhydronelektrode in 
alkalischen Lisungen nicht mehr verwendet werden. Wir haben 
daher unter wechselnden Verhiltnissen untersucht, bis zu 
welchem p,, die Elektrode noch zuverlissige Resultate gibt. 
Besonders haben wir dabei auf die Pufferkapazitat der Lésung 
geachtet. Wir kénnen doch erwarten, daB die Liésung um so 
alkalischer sein darf, je stiirker die Pufferwirkung ist. Auch 
die Sauerstoffstérung ist um so gréBer, je geringer die Puffer- 
kapazitat ist. In schwach alkalischen und pufferarmen Lésungen 
ist es daher zu empfehlen, den Sauerstoff zu entfernen, bevor 
man das Chinhydron zufigt. 


Experimenteller Teil. 


Das von uns verwendete Chinhydron wurde nach der Vor- 
schrift, welche Biilmann?) angibt, dargestellt. 100 g Ferri- 
ammoniumsulfat werden in 300 ccm Wasser von 65° gelést, 
und diese Lésung wirdeunter Rithren zu einer von 25 g Hydro- 
chinon in 300 ccm Wasser gefiigt. Das Chinhydron fallt in 
feinen Nadeln aus. 

Die Mischung wird in His gekiihlt, sodann werden die 
Kristalle abgesaugt. Ausbeute 15—16g. Nach der Umkrystalli- 
sation aus destilliertem Wasses enthielt die von uns verwendete 
Zubereitung nur eine Spur Hisen. 

Auch haben wir bei einigen Versuchen ein Chinhydron 
verwendet, das aus Aquimolekularen Mengen Chinon und Hydro- 
chinon hergestellt war. Mit diesem Priaparate erhielten wir 
dieselben Resultate wie mit dem oben genannten. Das Elek- 
trodengefaB hatte eine zylindrische Form (vgl. Figur). Der 
Boden war in der Mitte réhrenférmig ausgeblasen, so daB sich 
daselbst der Uberschu8 Chinhydron aufsammelte. 

Die blanke Platinspirale der Elektrode wurde so weit ein- 
getaucht, daB sie eben tiber dem Boden des réhrenformigen 
Teiles des Bodens blieb. Das Platin war in eine Capillare 


eingeschmolzen, die mit Quecksilber gefiillt war. Die Capillare 
18* 
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war an dem eingeschliffenen Hahne des Gefi8Bes angeschmolzen. 
Ein Kupferdraht in Quecksilber vermittelte den Kontakt 
zwischen der Elektrode und der iibrigen Schaltung. Das Gefi8 
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war an beiden Seiten mit einem eingeschmolzenen Glasrohr 
(capillar) mit Glashahn versehen. Das eine war nur kurz, und 
bezweckte, wo noétig, die Zufubr von Luft oder von einem 
indifferenten Gas. Das andere hatte eine umgekehrte U-Form, 
dessen Ende bei der Messung in eine gesiattigte Kaliumchlorid- 
lésung getaucht wurde, welche letztere wieder mit der Normal- 
Kalomelelektrode verbunden war. Das GefaB wurde bei allen 
Messungen ganz angefillt (enthielt etwa 15 ccm), dann wurden 
100 mg Chinhydron zugefiigt, 200 mal geschiittelt und in einen 
Thermostaten von 18° C hineingesetzt. Dann und wann wurde 
das Schiitteln vor der Messung wiederholt, um sicher zu sein, 
daB das Gleichgewicht sich eingestellt hatte. 














Zuverlissigkeit der Chinhydronelektrode fiir die Messung usw. 265 


In den folgenden Tabellen gibt 2, die elektromotorische ~ 


Kraft an, gemessen gegen die Normal-Kalomelelektrode bei 18°. 
Wie gesagt, gilt dann die Gleichung: 
0,4181 — 7, 
Pa = 00577. 
In alkalischem Mittel ist  negativ. 

Die vergleichenden Bestimmungen mit der Wasserstoff- 
elektrode sind auch bei 18° gegen die Normal-Kalomelelektrode 
ausgefihrt. Zur Vergleichung geben wir in der letzten Reihe 
die zwischen dem Werte mit der Chinhydron- und Wasser- 
stoffelektrode gefundene Differenz p,,. 

Aus den Resultaten in Tabelle I ergibt sich, daB die 
Ubereinstimmung zwischen den Werten von P,, gefunden mit 
der Chinhydron- und der Wasserstoffelektrode, gut sind. Wenn 
das p,, kleiner als 8 ist, so ist die Differenz nie gréBer als 
0,07 im p,; im Mittel ist der Wert mit der Chinhydronelek- 
trode gefunden um 0,03 gréBer als der mit der Wasserstoff- 
elektrode. Wenn die Pufferwirkung der Lisung groB genug 
ist, so erhalt man sogar bis p,, = 9,0 eine vorziigliche Uber- 
einstimmung zwischen den beiden Elektroden; wenigstens wenn 
man schnell nach dem Zusatz von Chinhydron miBt. Wegen 
der stattfindenden Oxydation des Hydrochinons bleibt naimlich 
das Potential im alkalischen Mittel nur kurze Zeit konstant. 

Aus der Tabelle II ergibt sich, daB die Grenze sich mit 
abnehmender Pufferkapazitit nach der sauren Seite hin ver- 
schiebt. ine sehr verdiinnte Boratlésung, welche mit der 
Wasserstoffelektrode ein p,, von 8,85 gab, hatte nach Messung 
mit der Chinhydronelektrode eins von 9,30. Unsere Resultate 
sind in Ubereinstimmung mit denen von V. K. La Mer und 
T. R. Parsons (1928). §) 

Jedenfalls kénnen wir aus unseren Messungen schlieBen, 
daB die Chinhydronelektrode auch bei sehr geringer Puffer- 
kapazitat der Lésung gute Resultate gibt, wenn das p,, kleiner 
als 8 ist. Hat die Fliissigkeit eine gute Pufferwirkung, so 
erhalt man bei 18° bis p, von 9,2 gute Werte. Nach 
V. K. La Mer und T. R. Parsons) dndert sich diese Grenze 
bei Temperaturerhéhung nach der sauren Seite hin. 
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Tabelle L. 
Vergleichung Chinhydron- mit Wasserstoffelektroden. 






































ae 

+ ydron- stofi- 

Verwendete Ldsung ™n~ | elektrode | elektrode | 4a)-2 

(1) (2) 

Ungefihr 0,1NHCl. . . 0,8520 1,146 1,158 —0,01 
1 ae. 0,8346 1,448 1,482 —0,08 
5s ES 0,2975 2,091 2,054 +0,04 

0,8422 1,816 1,251 +0,06 

Gly “Ghose 0,3086 1,985 1,982 +0,05 

0,2228 8,386 8,841 +0,04 
0,05 m-Bernsteinsiiure . . 0,2530 2,862 2,866 0,00 
(| 0,2565 2,802 2,781 +0,02 
0,2229 3,884 8,818 0,07 

0,05 m-Bernsteinsiure und : : : ~ er 
0,0 m-Borax-Miachungen ‘ 0,2087 8,618 3,646 — 0,08 
0,1821 4,092 4,111 —0,02 
‘| 0,1182 5,200 5,230 — 0,03 
0,2107 8,596 8,600 0,00 
Mischungen (Walpele) 0,1517 4,619 4,600 | +0,02 
0,1279 5,081 5,000 +0,03 
0,0965 5,576 5,536 +0,04 
: 0,0625 6,167 6,200 — 0,03 
0,05 a, u. 0,05 m- 0,0562 6,274 6,266 +0,01 
waeieuareeaci.. 0,0145 6,997 7,044 —0,04 
0,0145 7,004 7,040 — 0,04 
‘| —0,06213 8,326 8,301 +0,02 
AP cena ge A 0,1279 5,081 5,000 +0,03 
Biphosphat-Natron- 0,0000 1,249 7,200 +0,05 
Mischungen nach Clark — 0,02125 7,617 7,600 +0,02 
— 0,0549 8,200 8,200 0,00 

Borsiure—Natron-Mischun- — 0,0894 8,800 8,800 0,00 

gen nach Clark —0,1150 9,242 | 9,200 +0,04 
—0,1291 9,487 | 9,600 —0,11 

Tabelle IL 

Alkalische Puffermischungen, 10 mal verdiinnt. 

Phosphat-Mischungen nach +0,0159 7517 | = 7,456 +0,06 
Clark —0,0885 7,830 1,115 +0,08 
Borat-Mischungen nach — 0,0784 8,610 8,654 —0,04 
Clark —0,1181 9,297 8,855 +0,45 

0,01 m-KH,PO, + 0,01 m- +0,0061 7,148 7,006 +0,14 
Borax-Mischungen —0,0190 7,578 7,680 — 0,10 
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In saurer Liésung erhalten wir auch in Lésungen mit sehr 
geringem Puffergehalt eine gute Ubereinstimmung zwischen 
der Wasserstoff- und Chinhydronelektrode. Wegen des ge- 
ringen Elektrolytgehaltes der Flissigkeiten waren die Ab- 
lesungen weniger scharf, und die Genauigkeit jeder Messung 
nicht gréBer als etwa 0,05 im p,. 


Tabelle IIL. 
Saure Pufferlésungen mit geringem Elektrolytgehalt. 








ee 
HELE: 
Verwendete Liésung iN ae & 2 "s At) ~ (2 
aS s ee o 
(1) (2) 








25 ccm 0,1 N Essigsiure + 
2,5eem 0,1 N NaOH bis 50 ccm 


25ccem 0,01 N Essigsiiure + 
12,5 cem 0,01 N NaOH bis 50 ccm 


25cem 0,01 N Essigsiure + 
22,5cem 0,01 N NaOH bis 50 cem 


Wo sich die gute Brauchbarkeit der Chinhydronelektrode 
in verschiedenen Fillen erwiesen hatte, haben wir sie bei An- 
wesenheit von Eiwei8substanzen untersucht. Die Resultate 
sind in nachfolgender Tabelle [V zusammengestellt. 

Aus diesen Messungen ergibt sich, daB die Ubereinstimmung 
immer: sehr gut ist, wenn das p,, kleiner als 5,5 ist. Wenn 
sich die Reaktion nach der alkalischen Seite hin verschiebt, 
werden Abweichungen gefunden, und zwar weist die Chin- 
hydronelektrode immer eine zu saure Reaktion auf. Wahrend 
eine Fliissigkeit mit einem p,, bis 8,0 bei Abwesenheit von 
EiweiB vom Chinhydron nur schwach gelbbraun gefirbt wird, 
werden die proteinhaltigen Lésungen bei einem p,, gréfer 
als 6 mehr oder weniger braun bis rotbraun gefarbt. Dies 
geschieht auch, wenn man eisenfreies Chinhydron, aus Hydro- 
chinon und Chinon hergestellt, verwendet. 

Weiter ist zu bemerken, daB sich das Potential der 
Chinhydronelektrode bei neutraler oder schwach alkalischer 


0,1950 | 3,868 | 3,825 +0,04 


} 0,1409 4,806 | 4,718 | +0,08 














} 0.0810 6,017 | 5,980 | +0,04 
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Tabelle IV. 
Eiwei8Shaltige Lésungen. 

















| Py-Chin- a 
or hydron- stoff- 
Verwendete Fliissigkeit 1 N elektrode elektrode Ai) wwe (2) 
(1) (2) 
Blutserum mit Natrium- 

aay ee att 0,114 | 1,849 1,809 | +0,04 
Blutserum mit Natrium- 0,1934 3,895 3,831 + 0,06 
chlorid und Essigsiure 0,1954 3,861 8,837 +0,02 
Blutserum mit Natrium- 0,1625 4,431 | 4,445 —0,01 
chlorid NaH,PO, 0,1187 5,191 5,177 +0,02 
Milch mit Essigsiure . 0,1113 5,320 5,285 + 0,03 
Blutserum mit Natrium- 0,0755 5,939 6,043 —0,10 
chlorid 0,0791 5,881 6,063 —0,15 
0,0311 6,710 6,846 —0,14 

Blutserum mit Natrium- : : : 
0,0143 | 7,001 7,184 —0,17 
DE a 0,0339 6,661 6,761 — 0,10 
, wee ea ee ee oe 6,695 — 0,08 
(| 0,0402 | 6,511 6,589 — 0,08 
0,0177 6,941 7,025 — 0,08 

: ae ts ’ ’ ) ’ 
~~ atriumoxyd 0,0082 | 7,107 7,192 | —0,09 

dsungen 

—0,0026 | 7,294 7,428 —0,18 
|} —0,0117 | 7,451 | 7,686 — 0,23 
Sucighel Rh owe 0,0090 7,093 7,147 — 0,06 
, @ 4 i 2S fee tre 8,068 —0,36 














Lésung schnell andert, und zwar werden die mit der Wasser- 
stoffelektrode erhaltenen Abweichungen mit der Zeit immer 
gréBer. Sogar anderte sich das Potential schon dann und 
wann wihrend der Messung. Wir haben noch versucht, eine 
Goldplatte statt eine Platinspirale als Elektrode zu verwenden, 
wie J. W. Corrau und C. Mc OC. Lenis®) neuerdings bei ihren 
Bestimmungen von p, in Blut empfohlen haben. Bei der 
Messung von Blutserum bot die Goldelektrode jedoch keinen 
Vorteil. So fanden wir in einem alkalisch gemachten Blut- 
serum mit der Wasserstoffelektrode ein p,, von 8,449; mit der 
Chinhydronelektrode eins von 7,366; eine Differenz von 1,1 
im p,,! Wahrend der Messung anderte sich das Potential der 
Chinhydronelektrode stark! 
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Nach einigen Versuchen mit Blut schien die Goldelektrode 
konstantere Resultate zu geben als die Platinspirale. 

Der ,,EKiweiBfehler“ der Chinhydronelektrode ist ab- 
hangig von der Art des HiweiBes, von dessen Konzentration, 
und der Wasserstoffionenkonzentration. Den Temperatur- 
einflu8 haben wir nicht untersucht. Wie sich schon aus der 
Tabelle ergibt, ist der Eiwei8fehler von Blutserum bei einem 
Pp, tber 6 sehr grofB. Wenn man die HiweiBkonzentration 
durch Verdiinnen herabsetzt, so nimmt auch der Eiweiffehler 
ab. Die folgenden Versuche sind in einem verdiinnteren 
Serum ausgefiihrt. 


Tabelle V. 


Messungen in verdiinntem Blutserum. 








Po-Chin- | py-Wasser- 
hydron- stoff- A 
elektrode| elektrode @)-@) 

(1) (2) 


Verwendete Fliissigkeit MN 




















Verdiinntes Blutserum mit 
KH,PO, 0,1257 5,067 5,072 0.00 
Verdiinntes Blutserum mit . 
Phosphatmischung 0,0590 6,215 6,267 si 0,05 
desgl. 0,0819| 6,691 6,777 — 0,09 
desgl. 0,0079| 7,105 7,157 — 0,05 
desgl. — 0,0026] 7,703 1,736 — 0,04 


Wahrend wir im unverdiinnten Serum schon merkbare 
Abweichungen erhielten, bei einem p,, von 6,0 kénnen wir bei 
kleinerem HiweiBgehalt die Messungen sogar bis zu einem p,, 
von etwa 8 ausfiihren. 

Der Eiwei8fehler von Milch und Caseinatlésungen ist nicht 
so groB wie der von Blutserum bei derselben Reaktion. 

Nachdem diese Arbeit schon abgeschlossen war, erschien 
eine Verdffentlichung von V. Lester’), der die Wasserstoff- 
ionenkonzentration in Milch, Rahmen und Molken mit der 
Chinhydron- und Wasserstoffelektrode bestimmte. Er ver- 
wendete Gold- und Platinelektroden und fand in guter Uber- 
einstimmung mit meinen Resultaten, dab die Chinhydron- 
elektrode gewéhnlich eine zu saure Reaktion aufwies, und zwar 
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war die gréBte Abweichung, welche beobachtet wurde, 0,10 
im p,- In Molken war die Ubereinstimmung besser. Nach 
freundlicher Mitteilung von Frl. Dr. B. J. Holwerda (Hoorn) 
fand auch sie in dem letzteren Falle eine Ubereinstimmung 
zwischen den beiden Elektroden. Weil die Anwendung der 
Wasserstoffelektrode bei Molkereien oft Schwierigkeiten mit sich 
bringt, und die Chinhydronelektrode rasch und bequem kon- 
stante Resultate liefert, méchte ich letztere in Ubereinstimmung 
mit V. Lester bei praktischen Untersuchungen empfehlen. 

Fiir die Bestimmung der Reaktion von Speichel kann die 
Chinhydronelektrode verwendet werden, wenn die Reaktion 
nicht deutlich alkalisch ist. Im letzteren Falle weist sie 
wieder eine zu saure Reaktion auf. Bei einem p, von 8,07 
wies die Chinhydronelektrode eins von 7,70 auf. 

Ganz allgemein kénnen wir also sagen, daB man mit der 
Anwendung der Chinhydronelektrode bei Anwesenheit von 
EiweiBsubstanzen vorsichtig sein muB, wenn das p,, gréber 
als 6 ist. Wenn das p,, gréBer als 7 ist, weist es bei An- 
wesenheit von Proteinen fast immer eine zu saure Reaktion auf. 
Wenn man noch nicht bekannte Systeme untersucht, darf man 
nicht ohne weiteres die Chinhydronelektrode verwenden, doch 
ist es unbedingt notwendig, die Resultate zu vergleichen mit 
denen, welche mit der Wasserstoffelektrode erhalten werden. 


Zusammenfassung. 


1. In eiweiBfreien Lésungen gibt die Chinhydronelektrode 
vorziigliche Resultate, wenn das p,, kleiner als 9 ist, und die 
Flissigkeit eine gute Pufferwirkung hat. In pufferarmen 
Lésungen verschiebt sich diese Grenze nach der sauren Seite 
hin. In allen Fallen erhilt man bei 18° gute Resultate, 
wenn das p,, kleiner als 8 ist. | 

2. In saurer Lisung findet man bei Anwendung der 
Gleichung von Biilmann’) auch in pufferarmen Lésungen 
gute Resultate. | 

3. EiweiBstoffe stéren bei alkalischer, bisweilen sogar 
schon bei neutraler Reaktion, und zwar weist die Chinhydron- 
elektrode eine zu saure Reaktion auf. 
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Der EHiweiBfehler ist abhingig von der Art und Konzen- 
tration des Proteins und der Wasserstoffionenkonzentration. 
Je stirker alkalisch die Lésung ist, um so gréBer ist die 
Stérung, und um so weniger konstant ist das Resultat. 

4, In Ubereinstimmung mit V. Lester) finde ich die Chin- 
hydronelektrode fiir die Untersuchung von Molkereien zuempfehlen. 





SchlieBlich ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Dr. W. E. Ringer und seiner Assistentin Frl. B. W. Grutte- 
rink herzlichst Dank zu sagen, besonders auch fiir die Aus- 
iihrung der Messungen. 
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10. V. Lester, J. agric. Science Bd. 14, S. 634 (1924). 


Utrecht, Marz 1925. 
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Uber ,,natiirliche* hamatinahnliche Farbstoffe und ihnen 
nahestehende Porphyrine. 


Kurze vorlaufige Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1924.) 








Mac Munn’) hat im Muskel und Muskelausziigen einen durch ein 
scharf bestimmbares Absorptionsspektrum ausgezeichneten Farbstoff, sein 
»Myohimatin“ gefunden, den er fiir einen spezifischen Muskelbestandteil 
hilt. Man kann Mac Munns Beobachtung durch seinen Ather- 
versuch leicht bestitigen. 

Kurz nach dem Tode gepriifte Stiicke des Herzens oder der Brust- 
muskulatur von Tauben?) kénnen ein sehr ahnliches Spektrum liefern. 

Kiirzlich habe ich aus Pferdefleisch, das bei 837° der spontanen 
Zersetzung tiberlassen worden war, in betrichtlicher Menge einen 
besonderen himatinartigen Farbstoff abscheiden kénnen, dessen ,,Himo- 
chromogen sich spektralanalytisch ahnlich verhielt wie der Farbstoff 
Mac Munns. 

Neuerdings habe ich wiederholt in normalem menschlichen Blute 
durch Impfung mit dem Bakteriengemisch aus jenem Pferdefleisch und 
wochenlanges Stehenlassen bei 87° den Blutfarbstoff gréBtenteils in 
einen gelbbraunen, himatinihnlichen Farbstoff verwandeln kénnen, der 
sich vorléufig von dem aus gefaultem Fleische gewonnenen kaum hat 
unterscheiden lassen.*) 

Die so dargestellten himatinihnlichen Farbstoffe zeigten in 
ihren Spektralreaktionen tiberraschende Ahnlichkeit mit den 
Eisenverbindungen bestimmter Porphyrine (denen von Nenckis 





) J. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887); ferner Diese Zs. Bd. 18, 8. 497 
(1889). 

*) Wabrscheinlich auch von Siiugern, bei einzelnen schon von mir 
festgestellt. 

*) Ein Teil desselben Blutes, das ungeimpft ebensolange bei 37° 
gestanden hatte, zeigte diese Umwandlung nicht. 
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Himatoporphyrin, Koproporphyrin oder Mesoporphyrin). Eins 
der aus Blut gewonnenen Priparate zeigte z. B. nahe instimmung 
mit der Kisenverbindung von Nenckis Himatoporphyrin und lieferte 
bei der Enteisenung nach dem Verfahren von Papendieck-Bonath’) 
ein Porphyrin, dessen spektrometrische Werte mit denen von Nenckis 
Himatoporphyrin nahe iibereinstimmten. Von den ihrer Zusammen- 
setzung nach bekannten Himatinen (Ht. = Hoppe-Seyler, Ht. aus 
Himin, von Zeyneks Verdauungshimatin = «-Ht. nach Kiister) und 
von der Kisenverbindung des o-Himatoporphyrins*) sind diese himatin- 
ihnlichen Farbstoffe leicht zu unterscheiden. Sie lassen sich durch die 
Pyridinprobe oft in einer Lésung trotz der Anwesenheit von echtem 
Haimatin nachweisen. — 

Der oft regelwidrige Ausfall der Pyridin-Himochromogen-Blutprobe 
an Faeces nach fleisch- oder bluthaltiger Kost oder Blutungen im 
Bereich des Verdauungskanals (zwei eng benachbarte schmale Himo- 
chromogenstreifen auf z. B. wu 557 und 545 oder 546) erklirt sich 
dadurch, daB auch in diesen Fillen ein Gemenge von echtem Hiimatin 
und einem derartigen Umwandlungsprodukte vorliegt. Der alleinige 
Befund des Spektrums I. 545, Il. schwach, etwa 516, beweist nicht un- 
mittelbar die Anwesenheit von Blut oder echtem Verdauungshimatin, 
sondern nur die Gegenwart eines besonderen (gewdhnlich allerdings 
wohl enterogenen) Umwandlungsproduktes aus Blutfarbstoff oder Himatin, 
kann demnach bei sicher ,,blutfreier’ Nahrung ein Zeichen fiir eine 
voraufgegangene Blutung sein. Ob dieser Farbstoff etwa auch ein 
Bestandteil von Galle und Meconium ist, wird zurzeit von mir gepriift. 

Wihrend aus dem a-Himatin, dem bislang allein bekannten Ver- 
dauungs-Himatin von Zeyneks (Pyridinprobe mit Hydrazinhydrat: 
I. = etwa uu 557) bei der Enteisenung nach dem Verfahren von Papen- 
dieck-Bonath leicht in reichlicher Menge ein Porphyrin vom spektral- 
analytischen Verhalten des «-Himatoporphyroidins bzw. a-Porphy- 
rins*) erhalten wird, habe ich aus obigen himatinahnlichen Farbstoffen 


*) Diese Zs., im Druck. Da die Enteisenung nach einer neueren 
Feststellung von Papendieck und Bonath auch bei Zimmertemperatur 
erfolgt, habe ich ausnahmslos diese abgeinderte Ausfihrungsform be- 
nutzt. Bei kleineén Mengen Substanz bewihrte sich z. B. folgendes 
Vorgehen: 8 ccm ,,Himatin‘-Eisessiglésung werden mit einer Mischung 
aus 2 ccm Eisessig und 2—3 Tropfen Hydrazinhydrat versetzt; Kontroll- 
versuch mit «-Himatin unter gleichen Versuchsbedingungen. Um den 
Grad der Umwandlung zu verfolgen, werden von Zeit uu Zeit kleine 
Proben untersucht. — Von der Brauchbarkeit des Verfahrens habe ich 
mich iiberzeugt, indem ich es auf die Eisenverbindungen von «-Himato- 
porphyrin, Nenckis Hamatoporphyrin und Mesoporphyrin anwandte. 

*) O.Schumm, Diese Zs. Bd. 139, S. 253 (1924). 

8) Papendieck und Bonath, Diese Zs. Bd. 144 S. 60 (1925). 
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bei geniigender Reinheit trotz sehr vorsichtig geleiteter Enteisenung sogleich 
ein, anderes Porphyrin erhalten, dessen spektrometrische Werte (aitherische 
Lésung) ziemlich genau auf Mesoporphyrin (somit auch auf Kopro- 
porphyrin) oder das Haimatoporphyrin von Nencki passen; o«-Himato- 
porphyrin schien hierbei nur in dem MaBe zu entstehen, wie o-Himatin 
beigemengt gewesen war. Dazu stimmen folgende Beobachtungen. Aus 
normalen Faeces nach bluthaltiger Kost (Fleisch, Rotwurst) abgeschiedenes 
»yHimatin“-Gemenge, das in Pyridin mit wenig Hydrazinhydrat ein 
»Doppelspektrum“ gab (I. a) 556,9, b) 545,7), Eeferte bei der Enteisenung 
in offenbar entsprechendem Mischungsverhiltnis zwei Porphyrine (in 
Ather AI etwa wu 682, BI etwa 6211/,. Dieses Porphyringemenge lieB 
sich glatt in die Eisenkomplexverbindungen verwandeln, ihre Lésung in 
Pyridin gab mit wenig Hydrazinhydrat das Doppelspektrum AI 557,6. 
BI etwa 546,0, zeigte also nahe Ubereinstimmung mit den am urspriing- 
lichen Himatingemenge bei der Pyridinprobe gefundenen Werten. — 
Ein bei fleisch- (bzw. blut-) armerer Kost aus Faeces gewonnenes 
Roh-,,Haimatin“ (in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat I. etwa 545,1, 
Il. etwa 515,8) lieferte bei dem oben genannten Enteisenungsverfahren 
ein Porphyrin, dessen spektrometrische Werte (in itherischer Liésung 
I. etwa 621,5, Il. Maximum [violettwirts] 566,0, III. Maximum [violett- 
warts] 524, IV. starker Streifen Griin/Blau), ebenso wie die der daraus 
hergestellten Eisenverbindung (in Pyridin und Hydrazinhydrat I. 545,2 
II. angenithert 516) auf keines der mir bekannten natiirlichen Porphyrine 
paBten. Dieses Porphyrin geht (wie Koproporphyrin) aus seiner Lésung 
in Salzsiure nicht in Chloroform. Ob das letztgenannte ,,Himatin“ 
doch irgendwie zu dem Koproporphyrin in Beziehung steht, ist noch 
nicht zu iibersehen. (Eisenverbindung des Koproporphyrins in Pyridin 
+ Hydrazinhydrat hat I. etwa 547'/,, IL. etwa 518; fast identisch 
sind die Werte fiir die Eisenverbindung des Mesoporphyrins.) 

Das beschriebene Porphyrin habe ich wiederholt auch aus dem 
von vorgebildetem Porphyrin sorgfiltig befreiten Himatingemenge aus 
Faeces darstellen kénnen, die nach Magenblutungen (Uleus, Carcinom) 
entleert worden waren. Das bei der Enteisenung entstandene Porphyrin- 
gemisch wurde in Ather gebracht, daraus in 5°/, Salzsiure, daraus 
nochmals in Ather und dann wieder in Salzsiure. Diese wurde durch 
geniigend oft wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform von a-Hamato- 
porphyrin befreit und das Restporphyrin wieder in Ather gebracht. Es 
zeigte dann die oben beschriebenen Eigenschaften, Seine Liésung in 
25°/, Salzsiure gab das reine Porphyrin-Séurespektrum mit den Werten 
I. etwa up 5911/,, III. 5481/,, die Lésung in Ather I. etwa 621, II. 566, 
III. 524. In n/10-Kalilauge léste es sich leicht zu einer klaren roten 
Flissigkeit und zeigte auch sonst alle Eigenschaften eines echten Por- 
phyrins. Fiir die Eisenverbindung fand ich bei der Probe mit Pyridin 
und Hydrazinhydrat Str. I. etwa 545 bis 545,83. Dem Koproporphyrin 
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ist es &hnlich im spektroskopischen Verhalten der alkalischen Lésung 
und in der Unléslichkeit in Chloroform, unterscheidet sich dadurch also 
eindeutig vom Mesoporphyrin. Durch die abweichenden spektrometrischen 


Werte der atherischen und der salzsauren Lésung wie auch der Eisen-. 
_verbindung ist es vom Koproporphyrin und Mesoporphyrin deutlich zu 


unterscheiden.’) Das Spektrum der atherischen Lésung scheint dem des 
Athioporphyrins sehr dhnlich zu sein [vgl. R. Willstaitter u. Max 
Fischer, Ann. Chem. Pharm. Bd. 400, 8. 194 (1913)]. 

[Anmerkung bei der Korrektur. Ein mit obigem wahrschein- 
lich identisches Porphyrin habe ich jetzt bei der Enteisenung eines 
himatinihnlichen Farbstoffes erhalten, der sich in bakteriell zersetztem 
menschlichen Blute gebildet hatte. Auch die aus. diesem Porphyrin 
dargestellte Eisenverbindung gab in Pyridin und Hydrazinhydrat 
das zutreffende Spektrum, I. 545,5, II. etwa 516.) 

Trotz ahnlicher Eigenschaften halte ich es noch nicht fiir gerecht- 
fertigt, die Identitait von Mac Munns Myohimatin und einem der von 
mir aus gefaultem Blute erhaltenen himatinihnlichen Farbstoffe an- 
zunehmen. — Aus dem ganz frischen Brustmuskel von Tauben habe ich 
durch Extraktionsverfahren mindestens weit iiberwiegend ein Himatin 
gewonnen, das sich bei der Pyridinprobe und bei der Enteisenung wie 
das a-Himatin aus frischem Blut verhielt. Mac Munn vermutete, dab 
der blutfreie Brustmuskel der Taube nur Myohimatin enthalte. — An 
schnell hergestellten wiBrigen Ausziigen der frischen Brustmuskeln 
habe ich anderseits deutliche Unterschiede bei verschiedenen Proben 
(unter andern bei vorsichtiger Behandlung mit Hydrazin-hydrat) gegen- 
iiber Blutlésungen feststellen kénnen. Sehr eindrucksvoll ist der Unter- 
schied in den Spektren von Blutlésungen und wiBrigen Muskelausziigen, 
die in gleicher Weise mit Hydrazinhydrat behandelt sind (z. B. 2 Tropfen 
auf 2ccm). Blutlésungen liefern schnell ein ,,Hamochromogenspektrum“, 
Muskelausziige langsamer; auBerdem ist hier noch ein besonderer neuer 
Absorptionsstreifen auf etwa 567 vorhanden. Durch Umschiitteln 1a8t 
sich das urspriingliche Spektrum ungefaihr wieder herstellen, das bei 
geniigendem Hydrazingehalt allmihlich wieder in das zweite Spektrum 
tibergeht. Diese eigenartige Reaktion zeigen z. B. auch Aussziige aus 
Rindfleisch und den bislang untersuchten Teilen menschlicher Muskulatur 
(Brustmuskel, Herzmuskel), 

Wegen aller Einzelheiten und der Belege sei auf die folgende aus- 
fiihrliche Abhandlung verwiesen. — 





") Beachtenswert erscheint die etwa gleich starke Verschiebung der 
Absorptionsstreifen einerseits der itherischen Lésung des Porphyrins ander- 
seits der Eisenverbindung gegeniiber den anderen erwahnten Porphyrinen. 






























































Uber die Konstitution von Proteinkérpern. 


Von 
Max Bergmann. 





(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1926.) 








Unter dieser Uberschrift hat kiirzlich E. Abderhalden in dieser 
Zs. die Ansicht ausgesprochen, ich hatte in den Naturwissenschaften 
(12. Jahrg., S. 1155, 1924) eine Darstellung seines ,,Anteils an der Er- 
forschung der Struktur des EiweiBes gegeben, die ein ganz falsches 
Bild erwecken mu8“. Gemeint ist der Abdruck des zusammenfassenden 
Vortrages iiber neuere Proteinchemie, den ich ifa September vor. Jahres 
in Dresden gehalten habe. Ich habe dort ein Urteil nur iiber jene Ver- 
suche Abderhaldens abgegeben, welche gewisse ,,Carbonylreaktionen“ 
(z. B. die sogen. Pikrinsiurereaktion) zum Nachweis von 2,5-Diketo- 
piperazinen in Proteinen verwenden wollen. Etwa 2 Wochen vorher 
war ein zusammenfassender Bericht Abderhaldens iiber seine Protein- 
arbeiten in den Naturwissenschaften (12. Jahrg., S. 716, 1924) erschienen, 
in welchem Abderhalden wirtlich sagt’): 

Es ,,muBte eindeutig entschieden werden, ob im EiweiB 
wirklich Anhydridkomplexe vorhanden sind. ... Nun sind 
Farbreaktionen bekannt, die fiir Carbonylgruppen charakteristisch sind. 
2,5-Diketopiperazine geben mit Pikrinsiure und Sodalésung eine 
rotbraune Firbung. ... Keine Aminosiure und kein Polypeptid zeigt, 
wie Abderhalden und Komm beweisen konnten, mit den angewandten 
Reagenzien eine fiir Carbonylgruppen charakteristische Farbreaktion. 
Wohl aber erzielten wir mit siimtlichen Diketopiperazinen ... eine sehr 
schéne Farbreaktion. Nun ist von grundlegender Bedeutung, daB8 
simtliche Proteine und hochmolekularen Peptone, die wir 
nachzuprifen Gelegenheit hatten, eine ganz ausgesprochene 
Carbonylreaktion geben, ... FaBt man die mitgeteilten Beob- 
achtungen zusammen, so darf man mit Bestimmtheit zum Ausdruck 
bringen, da8B der Nachweis von 2,5-Diketopiperazinen im Ei- 
weiB geglickt ist". 





1) An den durch Punkte gekennzeichneten Stellen sind im Interesse 
der Raumersparnis einige fiir das hier Besprochene nicht entscheidende 
kurze Zwivchensitze fortgelassen. Die im Druck hervorgehobenen 
Stellen sind auch im Original hervorgehoben. 
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Niemand wird diese Sitze anders verstehen kénnen, als dab 
Abderhalden damals die von ihm benutzten Farbreaktionen als ent- 
scheidenden Beweis fiir das Vorkommen von 2,5-Diketopiperazinen an- 
sah. An anderer Stelle sagt Abderhalden’): 

ks besteht wohl kaum ein Zweifel, daB mit den angewandten 
Reagenzien die Struktur von substituierten Anhydriden“ (gemeint sind 
substituierte Aminosiure—Anhydride) ,,festgestellt werden kann“. 

Ich habe mir nun in meinem Vortrag lediglich erlaubt darauf 
hinzuweisen, daB verschiedene von mir untersuchte Derivate einfacher 
Aminosiuren, die teils keine 2,5-Diketopiperazine sind, teils tiberhaupt 
keinen Piperazinring enthalten, dennoch eine ausgepriigte Pikrinsdure- 
reaktion geben, da8 also diese Reaktion keineswegs fiir Diketopiperazine 
charakteristisch ist. Wenn Abderhalden nunmehr’*) sagt, er habe 
mit geniigender Deutlichkeit darauf hingewiesen, da8 die Farbreaktionen 
allein fiir die ganze Auffassung des Vorkommens von Diketopiperazinen 
nicht als Grundlage dienen und nur in Verbindung mit anderen Ver- 
suchen zum Nachweis von Diketopiperazinen eine bestimmte Bedeutung 
haben kénnen, so scheint mir daraus hervorzugehen, da8 nicht ich ein 
falsches Bild von Abderhaldens Anteil an der Erforschung des 
EiweiB gegeben habe, sondern da8 Abderhalden im Anschlu8 an 
meine Darlegungen ein anderes Bild von dem Wert der Pikrinsiure- 
reaktion und analoger Farbreaktionen fiir den Nachweis von Diketo- 
piperazinen in Proteinen gewonnen hat. 

Abderhalden fihrt ferner Klage, daB ich mit keinem Wort seine 
1923 und 1924 verdéffentlichten Untersuchungen erwihne. Es ist mir 
unerfindlich, wie er zu dieser Beanstandung kommt, nachdem er vorher 
gerade meine Kritik seiner Farbreaktionen, die ja 1924 ausgearbeitet 
sind, diskutiert hat. Allerdings hielt ich es fiir iiberfliissig, die anderen 
Versuche Abderhaldens zum Nachweis von Diketopiperazinen eigens 
gu zitieren, weil sie meiner Meinung nach zu keinem abgeschlossenen, 
eindeutigen Ergebnis gefiihrt haben. Da ich Herrn Abderhaldens 
zusammenfassende Abhandlung ausdriicklich genau zitiert und seine 
Assoziationstheorie der Proteine besonders angefihrt habe, scheinen mir 
die Ergebnisse der Arbeiten Abderhaldens hinreichend berticksichtigt. 
Der Anspruch, jede nicht abgeschlossene Arbeitsreihe besprochen zu sehen, 
ist nicht berechtigt. Ich selbst habe mich auch nie dartiber beschwert, 
da8 Herr Abderhalden bis in die letzte Zeit und auch noch in seiner 
zusammenfassenden Abhandlung von meinen synthetischen Studien tiber 
Ringsysteme, neue Peptidformen und neue Umlagerungsméglichkeiten 
der Proteine nicht die geringste Notiz genommen hat. 





1) E. Abderhalden u. E.Komm, Diese Zs. Bd. 140, 8. 103 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 142, S. 311—312 (1925). 
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Uber die Stickstoffverteilung 
in der Oxyproteinsdurefraktion des Harns. 


Von 


S. Edlbacher. 





(Aus dem Physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1925.) 








In der unter diesem Titel erschienenen Arbeit von L. Brings’), die 
unter der Leitung von O. Fiirth ausgefiihrt wurde, werden Mitteilungen 
gemacht, zu denen ich Stellung nehmen muB, da darin die Ansicht aus- 
gesprochen wird, als hitte ich in meinen Veréffentlichungen*) Unrichtig- 
keiten ausgesprochen. 

Nach Bandzynski und Gottlieb und deren Nachfolgern*) werden 
die ,,Proteinsiuren“ aus Harn folgendermaBen dargestellt: 

1. Bleifallung = Alloxyproteinsaure. 

2. Hg-Acetat aus saurer Lisung fallt = Antoxyproteinsiure. 

3. Hg-Acetat aus alkalischer Lésung fallt = Oxyproteinsiure. 

Nach den Entdeckern mu8 der Gang dieser Fraktionierung ein- 
gehalten werden. Meine wichtigsten Resultate waren: 1. Antoxyprotein- 
siure besteht im wesentlichen aus Peptiden, Albumosen usw. 2. Oxy- 
proteinsiure besteht fast nur aus Harnstoff, der scheinbar mit geringen 
Spuren von anderen Substanzen assoziiert ist oder in ganz lockerer 
Bindung sich befindet. 

Herr Brings behauptet, mein Befund iiber die Oxy-proteinsiure 
wire falsch und leitet seinen Beweis folgendermaBen ab: Er zersetzt im 
Harn den Harnstoff zuerst mit Urease und fallt dann gleich mit Queck- 
silberacetat in alkalischer Lésung. Es ist natiirlich, da8 man bei 
dieser Aufarbeitung einerseits keinen Harnstoff mehr finden kann und 





1) Biochem. Zs. Bd, 154, S. 35 (1924). 


*) Diese Zs. Bd. 120, S. 71 (1922); Bd..121,.S. 164 (1922); Bd. 127, 
S. 186 (1928); Bd. 181, S. 177 (1928). 


*) Beztiglich der friiheren Literatur siehe meine erste Abhandlung. 
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daB anderseits das, was nach der urspriinglichen Methode in ver- 
schiedenen Fraktionen gefillt wird, nun alles in der einen Fraktion sich 
wiederfindet. Die Methode, nach der Brings arbeitete, wurde von 
Firth zur Bestimmung der Oxyproteinsiure ausgearbeitet. 

Demgegeniiber habe ich zu bemerken: 

1. Meine Untersuchungen haben mit gré8ter Wahrscheinlichkeit 
gezeigt, daB der Begriff ,,Proteinsiuren“ tiberhaupt gar keine Berechti- 
gung besitzt. 

2. Es ist unstatthaft, aus dem Gemisch ,,Harn“ irgendeine Fallung 
herauszuholen und diese dann fiir ein chemisches Individuum zu dekla- 
rieren. 

8. Wenn man schon das letztere macht, so muB man immer 
wenigstens unter genau denselben Bedingungen verfahren, 
wie die Entdecker dieser ,,Sauren“ es gemacht haben. 

4. Wenn man nach dem Fiirthschen Verfahren arbeitet, so geht 
aus dem Gesagten wohl klar hervor, daB das, was bisher als ,,Alloxy“- 
und ,,Antoxy“-Proteinsiiure bezeichnet worden ist, in der Oxyprotein- 
siurefraktion sich wiederfindet, es ist dieser Niederschlag dann eben 
etwas ganz anderes geworden. 

Ich mu8 also ganz entschieden hervorheben, da es nur eine will- 
kiirliche Namensinderung seines Untersuchungsobjektes ist, die Herrn 
Brings dazu fihrt, mir Unrichtigkeiten vorzuwerfen. Auch erlaube 
ich mir, ihn auf meine III. Abhandlung (a. a. 0.) hinzuweisen, die er 
scheinbar nicht kennt und wo der Beweis fiir die Gegenwart des Harn- 
stoffs in der von den Entdeckern ,,Oxyproteinsiiure“ genannten Fraktion 
ganz eindeutig gefiihrt wird. 

Es mége doch der Begriff der ,,Proteinsiuren“, der doch nur histo- 
rische Berechtigung hat, endlich verschwinden. Die richtige Basis fiir 
alle derartigen Untersuchungen scheint durch die Untersuchungen von 
Abderhalden und Pregl gegeben zu sein, 














Koproporphyrin-Kupfersalz aus Hefe. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fi physiologische Chemie. Band CXLIV. Tafel I. 
Zu ,,Fischer und Fink, Uber Koproporphyrinsynthese durch Hefe 
und ihre Beeinflussung. II.“ 
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Epiphysengrenze der Tibia, Der eingerahmte Teil ist in Fig. A vergréfert. 





Fig. A. Fig. C, 
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Dodekamethyl—Hexa-amylose. 
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Hexamethyl—Tri-amy lose. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXLIV. Tafel III. 
Zu ,,Pringsheim, Zur Kenntnis der Flechtenstirke.“ 
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Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkiirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. 

Pfliigers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. ==Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. ! 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

Biochem. Jl. = The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soc. chim. France. == Bulletin de la Société chimique deFrance. 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. R. = Comptes rendus de l’Académie des 

; Sciences. 

Jl. of Biol. Chem. = The journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiology. 

Jl. fiir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstation. = Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie. =: Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. = Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = Quarterly Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. = Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
Zs. Biol. 


== Zeitschrift fiir Biologie. 





DEUTSCHE 
PHYSIOLOGISCHE GESELLSCHAFT 


Die neunte T'agung der ,,Deutschen Physiologischen Gesellschaft“ 
findet vom 10.—13. August 1925 in Rostock statt. 


Anmeldungen zur Teilnahme werden méglichst frihzeitig, jeden- 
falls vor dem 1, Mai erbeten, fiir Mitglieder unter Entrichtung 
des Mitgliedsbeitrages von 2 M. und eines Unkostenbeitrages von 
38 M. auf das Postscheckkonto Prof. KARL THOMAS (Leipzig) 
Berlin Nr. 85445. Wer als Gast an der Tagung teilzunehmen 
wiinscht, hat einen Unkostenbeitrag von 6M. einzuzahlen. An- 
meldungen von Vortragen oder Vorfiihrungen sind ebenfalls 
spitestens bis zum 1. Mai an Prof. HANS WINTERSTEIN, 
Physiologisches Institut Rostock zu richten. 
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eiaveaienis wan figs _ | Janes ng 1925 
hes eis Rui. 40,— ‘ ; 


ah Det: 27. ‘Jabrgang ° he : 
bi bees dieses Jabrbuches hat eine 
vollstiindige Umarbeitung und Neugestaltung ¢ sikabiocd, 
Das. Format des Buches. ist ve ert, die innere Anordnung 
ist in jeder Beziehung ‘ibersichtlicher ae : 
gestaltet. : 


Der neue Band hat einen Umfang von einhundertdreiBig Bogen. 
Das Register umfa8t etwa 70000 Namen. Schon daraus ist er- 
sichtlich, daB die neue -yMinerva‘, was die Vollstindigkeit angeht, 
jeden der fritheren Jahrgange ibertrifft. Hs ist méglich gewesen, 
alle Bezichungen nach dem Auslande Wieder’ ‘anzukniipfen, so daB 
die » Minerva‘. fiber die. Universi 4iten, Technischen Hochschulen 
und -sonstigen I Lehranstalten, ‘ther Bibliotheken, Archive, Museen, 
-gelehrte G lisch en der ganzen Welt. _eingehenden AufschinB 
ov. Nicht, oa die Wissenschaft he it an dem. Jahrbuch Interesse, 
gh boare in- und, sla indische Industrie, weil es 
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